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RESUMEN

La alteración de los parámetros reproductivos en granjas porcinas se puede dar por
diferentes factores, entre los que se encuentran la presentación de patologías como la
leptospirosis, lo que puede llevar a grandes pérdidas productivas y económicas. Por esto, es
importante conocer la epidemiología de la leptospirosis, debido a que es una enfermedad
zoonótica, de distribución mundial, en muchas regiones subdiagnosticada y genera desde
cuadros subclínicos hasta casos severos de falla reproductiva en porcinos, por lo que es
relevante para la salud pública. El objetivo de esta investigación fue relacionar el
comportamiento de los indicadores reproductivos con la presencia de Leptospira spp. en dos
granjas porcinas de Cundinamarca. Para esto, se seleccionaron cerdas reproductoras por
medio del método del árbol de clasificación y regresión (CART), complementándolo con lo
reportado en el historial de las cerdas y con un examen clínico. Igualmente, se establecieron
los parámetros alterados en la población y se identificaron los factores de riesgo asociados a
leptospirosis. Se obtuvieron muestras de sangre y de orina, 30 en la granja 1 y 10 en la
granja 2, para su posterior análisis mediante la prueba de aglutinación microscópica (MAT) y
aislamiento a través de cultivo. Entre los indicadores reproductivos alterados en las granjas
se encontraron lechones nacidos totales en un 72.5%, nacidos muertos en un 70%, nacidos
momificados en un 52,5%, mortalidad pre-destete en un 40% y la mortalidad en las primeras
24 horas en un 20% de las cerdas reproductoras. En las granjas estudiadas se encontró que
en las 40 muestras porcinas los serovares predominantes fueron Grippotyphosa (67.5%),
Canicola (22.5%), Icterohaemorrhagie (20%), Hardjo (17.5%) y Pomona (12.5%). Mediante el
aislamiento a través de cultivo se demostró la presencia de Leptospira spp. en un 32.5% de
las muestras de orina. Al relacionar el comportamiento de los indicadores reproductivos con
la presencia de Leptospira spp. en dos granjas porcinas de Cundinamarca se concluyó que
no existe relación estadísticamente significativa entre estas variables, no obstante los
animales positivos a Leptospira pp. a partir de la prueba de cultivo tienen mayor riesgo de
presentar alteraciones de la M24h, el promedio de NT, el promedio de NMu y el promedio de
NMo.

Palabras clave: cerdas, cultivo, indicadores reproductivos, MAT, Leptospira spp.
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ABSTRACT

Alteration of reproductive parameters in pig farms can be given by different factors, among
which are the presentation of diseases such as leptospirosis, which can lead to large
economic and productive losses. Therefore, it is important to understand the epidemiology of
leptospirosis, because it is a zoonotic disease, of worldwide distribution, underdiagnosed in
many regions and generates from subclinical to severe cases of reproductive failure in swine,
so it is relevant to public health. The aim of this research was to relate the behavior of
reproductive indicators with the presence of Leptospira spp. at two pig farms in
Cundinamarca. For this, sows were selected by the method of classification and regression
tree (CART), complementing it with that reported in the history of the sows and a clinical
examination. Also, altered parameters were established in the population and risk factors
associated with leptospirosis were identified. Blood and urine samples were obtained, 30 on
farm 1 and 10 on the farm 2, for further analysis by microscopic agglutination test (MAT) and
isolation through culture. Within the altered reproductive indicators on farms were found total
born piglets by 72.5%, stillbirths by 70%, born mummified by 52.5%, pre-weaning mortality by
40% and mortality in the first 24 hours by 20% of the sows. On the farms studied were found
that in the 40 pig samples the predominant serovars were Grippotyphosa (67.5%), Canicola
(22.5%), Icterohaemorrhagie (20%), Hardjo (17.5%) and Pomona (12.5%). By means of
isolation through culture was demonstrated the presence of Leptospira spp. in 32.5% of the
urine samples. By relating the behavior of reproductive indicators with the presence of
Leptospira spp. at two pig farms in Cundinamarca was concluded that there is no statistically
significant relationship between these variables, however the Leptospira spp. positive animals
from the culture test have increased risk of having alterations of M24h, NT average, NMu
average and NMo average.

Keywords: Culture, Leptospira spp., MAT, reproductive indicators, sows.
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INTRODUCCIÓN

Diferentes factores pueden alterar los indicadores productivos y reproductivos en las granjas
porcinas, como las condiciones ambientales, la nutrición y alimentación, la genética, el
manejo, y la presentación de patologías ya sean de origen tóxico, infeccioso o multifactorial,
entre otros. La leptospirosis ocupa un papel importante respecto a las patologías de origen
infeccioso, debido a que es una enfermedad zoonótica de amplia distribución mundial
considerada reemergente tanto en países desarrollados como subdesarrollados; además, la
epidemiologia de la leptospirosis porcina es muy compleja debido a que los cerdos se
pueden infectar con cualquier serovar patogénico (Azevedo et al., 2006).

En la especie porcina, Leptospira spp. ocasiona principalmente abortos, reabsorciones
embrionarias, camadas con pocos lechones y lechones que nacen débiles o muertos, lo que
puede causar grandes pérdidas económicas para los productores. Sin embargo, la forma de
presentación de la enfermedad depende de muchos factores como los serovares circulantes,
la bioseguridad de la granja, el tipo de explotación, las medidas de higiene de la producción,
la inmunización de los animales, la convivencia con otras especies tanto domésticas como
silvestres, entre otros. Entre los serovares más comunes reportados en la especie porcina se
encuentran Pomona, Canicola, Tarassovi, Icterohaemorrhagiae, Copenhague, Hardjo,
Grippotyfosa, Panama, Bratislava, Shermani, Pyrogenes, Australis y Wolffi, que varían su
distribución en determinadas regiones y países (Feraud et al., 2005).

En Colombia, la leptospirosis en animales no es una enfermedad de notificación obligatoria y
se presenta de forma esporádica en brotes asociados a cambios ambientales como las
inundaciones en regiones endémicas. Se tiene una alta prevalencia de leptospirosis en
bovinos, caninos y porcinos, del 16 % aproximadamente, en Villavicencio y otros municipios
del departamento del Meta, una seropositividad del 5 al 20% en humanos en Antioquia,
Atlántico, Valle del Cauca, Córdoba, Caldas, Sucre, Tolima, La Guajira y Bolívar, y se han
reportado casos de mortalidad en humanos en Barranquilla, Buenaventura, Lérida y Sabanas
de San Ángel. A pesar de esto, se puede deducir que la enfermedad esta subdiagnosticada
en Colombia, debido a que los reportes en humanos son escasos por el desconocimiento
que se tiene de la enfermedad, por la falta de métodos diagnósticos precisos y la similitud de
los signos clínicos con enfermedades como fiebre amarilla, dengue, malaria e influenza,
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entre otras. Por esto, se deben identificar las granjas problema que presenten tasas de
abortos significativas e historial clínico y serológico de leptospirosis para así determinar la
presencia de la enfermedad en el país (Morales et al., 2007; Hernández et al., 2011).

Diversos estudios (Tesic et al., 2003) reportan que los roedores silvestres son portadores
comunes de leptospiras incluyendo roedores ferales, roedores en granjas y roedores
mascota, especialmente los pertenecientes a los géneros Rattus, Mus y Apodermus, los
cuales son la fuente natural de infección por Leptospira spp. en humanos, bovinos, equinos y
porcinos, especialmente en cerdos de regiones cercanas a los ríos, donde los niveles de
agua subterránea son altos, lo que promueve la persistencia de la patología. Por esto, es
importante conocer la epidemiología y de esta forma desarrollar programas apropiados de
bioseguridad orientados a la prevención y control de la enfermedad en las granjas y así
evitar pérdidas económicas para los productores.

La recolección de datos sobre Leptospira spp. en animales domésticos es una práctica que
se está realizando actualmente en muchos países, basada en la identificación de casos
sospechosos para la subsecuente confirmación por laboratorio, lo cual se recomienda para
todos los países debido a la distribución de la bacteria, tanto en animales domésticos como
sinantrópicos. Además, las especies animales que viven en contacto cercano con los
humanos y las relacionadas con actividades veterinarias son primordiales para la detección
de este tipo de enfermedades relevantes para la salud pública, debido a que en estas se
pueden detectar fácilmente signos clínicos, lesiones patológicas y monitorear su estado de
salud, específicamente en animales de producción, los cuales también son inspeccionados
en el matadero, donde se pueden encontrar lesiones que pueden ser generadas por agentes
como Leptospira spp. (Mannelli et al., 2012).
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1. OBJETIVOS

General
Relacionar el comportamiento de los indicadores reproductivos con la presencia de
Leptospira spp. en dos granjas porcinas de Cundinamarca.

Específicos


Establecer los parámetros reproductivos alterados en la población de estudio con
diagnóstico clínico presuntivo de leptospirosis.



Identificar los principales serovares de Leptospira spp. presentes en las dos granjas
porcinas a partir de la prueba de aglutinación microscópica (MAT).



Demostrar la presencia de Leptospira spp. por medio del aislamiento a través del
cultivo de muestras de orina.
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2. MARCO TEÓRICO

Generalidades de leptospirosis
Es una enfermedad infecciosa, altamente contagiosa y de distribución mundial, que afecta la
mayoría de especies animales, e incluso al hombre. Se caracteriza por un amplio espectro
de manifestaciones clínicas, grandes pérdidas económicas y está involucrada de forma
crítica en la salud pública por el riesgo zoonótico que representa para los humanos,
especialmente para los relacionados directa o indirectamente con las granjas porcinas
(Rodríguez, 2000; Orrego et al., 1997).
La bacteria es transmitida por diferentes especies animales pero que tiene como principal
reservorio los roedores, los cuales propagan el agente contaminando el ambiente por lo que
las producciones porcinas corren un riesgo muy alto de presentación de la enfermedad
debido a que en estas se encuentran grandes poblaciones de roedores (Wangroongsarb et
al., 2002).
Etiología
El término “Leptospira” procede del griego lepto (fino) y spira (espiral). Estas bacterias son
espiroquetas, aerobias obligadas, flexibles, muy finas, helicoidalmente enrolladas y de gran
movilidad. Pertenecen a la familia Leptospiraceae, orden Spirochaetales y género
Leptospira. Su tamaño es de 5 a 20 μm de largo por 0,1 a 0,5 μm de ancho (Gamarra, 2009;
Sandow et al., 2005).

Según Adler et al. (2010), la familia Leptospiraceae está compuesta por 13 especies de
Leptospira patógenas entre las que se encuentran L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii,
L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii y L. wolffii, que se dividen en más de 260 serovares según su composición
antigénica. Entre las especies de Leptospira saprófitas están: L. biflexa, L. meyeri, L.
yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii y L. wolbachii, que incluyen más de 60 serovares.

En Colombia, los principales serovares encontrados en la especie porcina son Bratislava,
Pomona

y

Tarassovi,

aunque

también

existen

Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa (Rodríguez, 2000).

reportes

de

Hardjo,

Canicola,
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Este patógeno posee ambos extremos semicirculares de forma de gancho, aunque a veces
uno de los dos extremos está doblado y el otro se mantiene recto o ambos rectos, como se
observa en la figura 1, y tiene un movimiento activo, rotacional y ondulatorio producido por el
filamento axial el cual se encuentra en los extremos de la bacteria (Sandow et al., 2005;
Cristiano, 2002).

Figura 1. Fotomicrografía de Leptospira spp. Fuente: Adler et al. (2010).

Las leptospiras son microorganismos cuya supervivencia depende de las condiciones
ambientales, debido a que necesitan una humedad alta del suelo, una temperatura de 25°C
a 30°C, un pH neutro o ligeramente alcalino en el agua y presencia de materia orgánica.
Particularmente, son muy sensibles a la desecación, luz solar directa, pH ácido y alcalino ya
que un pH menor que 6 o mayor que 8 tiene carácter inhibitorio sobre el microorganismo. En
tejidos no contaminados y almacenados a 4°C pueden sobrevivir por varias semanas, así
como en sangre no coagulada y desfibrinada mantenida a temperatura ambiente (20–25°C).
En cultivos de sangre y tejidos contaminados pueden mantenerse más de 5 años congelados
a -70°C (Sandow et al., 2005; Gamarra, 2009).

Son muy sensibles a una temperatura menor a 13°C o mayor a 35°C, lo que provoca la
muerte rápidamente; además, algunas sustancias químicas tienen carácter leptospiricida
como el fenol al 5 %, alcohol al 70 %, formol al 2%, ácido clorhídrico 2%, emulsión de
creolina al 5%, soda cáustica al 2%, solución de ácido sulfúrico al 0,05 %, solución
hipertónica de sal común al 2,8% y a la mayoría de los antibióticos in vitro o in vivo (Sandow
et al., 2005; Gamarra, 2009).
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Epidemiología

Los porcinos se pueden infectar con cualquiera de los serovares de las especies patógenas
de Leptospira spp, lo que hace muy compleja su epidemiología debido a que no solo se
podrán infectar con los serovares mantenidos por los cerdos sino también por los serovares
mantenidos por otras especies animales presentes en la región que son hospederos
específicos de otros serovares y muestran pocos signos de enfermedad, lo que genera
infecciones incidentales que son determinadas por las condiciones ambientales y de manejo
que permitan el contacto y transmisión de la bacteria de otras especies a los porcinos. Por
ser hospederos no adaptados es más difícil que se infecten con estos serovares, sin
embargo cuando se infectan muestran signos severos de enfermedad (Jackson y Cockcroft,
2007; Ellis, 2006).

El serovar Pomona es el más comúnmente aislado y muchas de sus cepas están adaptadas
a los cerdos, junto con el estrechamente relacionado Kennewicki, por lo que a partir de estos
se tiene un modelo de general de la leptospirosis porcina. Una granja susceptible puede
infectarse por tres rutas posibles: la introducción de animales infectados, que es la ruta más
común ya sea por cerdas de reemplazo o machos reproductores infectados, la exposición a
un ambiente contaminado, o por contacto con un vector animal infectado, lo que depende de
la ubicación geográfica por las especies de vida libre que habitan allí (Ellis, 2012).

Se debe prevenir todo tipo de contacto, ya que por más que se prevenga el directo, el
indirecto puede asegurar la transmisión por medio de la contaminación con orina del agua,
efluentes y del suelo con un pH neutro o ligeramente alcalino donde los microorganismos
pueden sobrevivir por largos períodos, así como se deben tener en cuenta los niveles de
humedad debido a que Leptospira no sobrevive a la desecación (Ellis, 2006).

Inicialmente, la enfermedad puede ocurrir en todas las edades de las cerdas reproductoras,
seguido por un ciclo endémico que se presenta típicamente en una población de
mantenimiento cuando se establece la infección, donde los lechones están protegidos de
forma pasiva por medio de las inmunoglobulinas del calostro, cuya cantidad consumida en
las primeras semanas de vida determina la duración de esta inmunidad (Ellis, 2012).
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El serovar Bratislava, y el Muenchen en menor medida, se han convertido en las principales
infecciones de mantenimiento en los porcinos, pero se conoce muy poco sobre estos y su
epidemiología por la dificultad de su cultivo. Existen cepas adaptadas a los cerdos, cepas
mantenidas por cerdos, perros, caballos y erizos y cepas que se encuentran solo en fauna
silvestre. En granjas infectadas de forma endémica con el serovar Bratislava se pueden
encontrar dos perfiles serológicos muy distintos, cerdas con títulos de anticuerpos mayores
que 1:100 en MAT y cerdas con títulos menores de 1:100, lo que se cree es resultado de la
vía de infección (Ellis, 2006).

Además Ellis (2012), reporta que la transmisión en la etapa de engorde es ineficiente y la
excreción renal es menor comparada con Pomona, así como se han identificado los tractos
genitales superiores de hembras y machos reproductores como sitios portadores adicionales,
teniendo en cuenta que la transmisión venérea juega un papel importante en la propagación
de la infección por Bratislava.

En muchos países se ha detectado el serovar Canicola en cerdos, pero el hospedero de
mantenimiento es el perro, a partir del que se adquiere la infección, aunque también los
animales silvestres son fuente de esta. Particularmente, este serovar sobrevive por más de
6 días en orina porcina sin diluir y tiene un periodo de aproximadamente 90 días de
eliminación, lo que sugiere que puede ocurrir transmisión entre especies, pero se sabe poco
de la epidemiología de este serovar (Ellis, 2006).

De igual forma, existe poca información sobre la epidemiología del serovar Tarassovi en
cerdos, y aunque anteriormente se pensaba que era de mantenimiento, muchas cepas se
han aislado de animales de vida libre y se tienen evidencias serológicas que soportan que
esta infección es incidental en cerdos como resultado de contacto con fauna silvestre (Ellis,
2012).

Se ha reportado (Ellis, 2006) que los serovares relacionados Icterohaemorrhagiae y
Copenhageni probablemente ingresan a una granja susceptible a través de la exposición a
un ambiente contaminado con orina infectada de su hospedero de mantenimiento, la rata
parda (Rattus norvegicus). Además, la transmisión entre cerdos es ineficiente y su excreción
urinaria es de menos de 35 días.

10

El hospedero de mantenimiento del serovar Grippotyphosa es la fauna silvestre, y existen
reportes de infección incidental en cerdos en diferentes países del mundo (Ellis, 2012). En
cuanto al serovar Hardjo, los bovinos son el hospedero de mantenimiento, y la infección
ocurre cuando hay contacto cercano entre estos y los porcinos (Ellis, 2006).
Ecología

Se pueden presentar diversos patrones epidemiológicos debido a que la ecología comprende
la interacción entre el ambiente, donde cohabitan, el agente, los reservorios animales y los
humanos. Conjuntamente, se deben tener en cuenta una gran variedad de determinantes
ambientales que dan pie para que la enfermedad reemerja, como la época del año, las
precipitaciones, la evaporación, el viento, la temperatura y la humedad relativa, e incluso
factores como los sociodemográficos, los fenómenos meteorológicos, el cambio climático, el
uso de la tierra y demás actividades antropogénicas (Donaires et al., 2012).

De la misma manera, Figueroa (1984) reporta que también influyen el tipo de suelo, el pH del
mismo, los contaminantes como residuos industriales y otras sustancias químicas, el tiempo
de exposición, el drenaje, la altitud y el transporte por medio de cursos de agua en
movimiento, sin importar el factor de dilución y la velocidad.

Ecológicamente, los países en áreas tropicales y subtropicales, principalmente en
Suramérica, son más conducentes a la enfermedad, donde se presenta durante todo el año
en consecuencia de las abundantes lluvias, aguas residuales, inundaciones, suelos poco
ácidos y altas temperaturas, situaciones que favorecen la trasmisión y prevalencia de la
bacteria, lo que está demostrado al analizar la distribución geográfica de la infección.
Durante los meses en que se registran lluvias y temperaturas altas la enfermedad se
manifiesta en las regiones templadas, y en las áreas secas o frías aparece cerca de sitios
con una alta concentración de animales y fuentes de agua (Luna et al., 2005).

En la figura 2, se observa la relación de los posibles factores desencadenantes de la
infección o de brotes que accionan el ciclo de transmisión de la leptospirosis en un entorno
ecológico.
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Figura 2. Ecología de la leptospirosis. Adaptado de: Lau et al. (2010).
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Reservorios silvestres
Un gran número de especies de animales silvestres son portadores de Leptospira, siendo los
roedores los principales reservorios, a los cuales el microorganismo se ha adaptado
manteniendo una relación de comensal, sin perjuicio ni beneficio, y pueden o no manifestar
levemente la enfermedad, e inclusive transferir las leptospiras a sus crías, por medio de la
placenta o en el período neonatal, y mantenerlas viables y multiplicándose en sus riñones
prácticamente de por vida, favoreciendo la perpetuación del microorganismo (Céspedes,
2005).
Consecuentemente, estas especies de fauna silvestre se convierten en fuente de infección
para animales domésticos y humanos, ocasionando la aparición de la enfermedad, teniendo
en cuenta que pueden ser reservorios de varios serovares, así como diferentes especies
serlo de un mismo serovar. Entre estos hospedadores de mantenimiento se da la transmisión
independientemente de las condiciones ambientales, pero se beneficia cuando el tipo de
suelo es alcalino o hay terrenos húmedos. En el caso de un hospedador de mantenimiento a
un hospedador accidental, o entre hospedadores accidentales, se requieren condiciones
ambientales favorables, para que la bacteria sobreviva fuera de estos (Alfaro et al., 2004)
Debe considerarse que múltiples especies animales albergan la espiroqueta, entre estas la
mayoría de mamíferos como los pertenecientes a los órdenes Arthiodatyla, Lagomorpha,
Diprotodontia, Rodentia y Carnivora, y las familias Bovidae, Leporidae, Felidae, Suidae,
Mephitidae, Procyonidae, Muridae, Phalangeridae, Erinaceidae y Canidae, e incluso existen
reportes en aves, reptiles y anfibios (Hurley y Friend, 2006).
Del mismo modo, es importante conocer la ecología y ubicación geográfica de los nichos de
los reservorios, la dinámica de las poblaciones, las migraciones, su tipo de hábitos, su ciclo
reproductivo, y en general las características ambientales de su hábitat teniendo en cuenta el
clima, tipo de suelo y las fuentes de agua a las cuales tienen acceso (Figueroa, 1984).
Factores de riesgo asociados a leptospirosis

Asociados a la infección por Leptospira se encuentran factores de riesgo como las
condiciones sanitarias, la distancia entre granjas, el tránsito de animales dentro de las
instalaciones, el manejo del agua en las granjas en cuanto a si es la misma para los
animales jóvenes y adultos, la presencia de zonas pantanosas, el nivel de tecnificación, el
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género de los animales, si realizan vacunación, si llevan a cabo cuarentena en la granja, si
utilizan semen refrigerado, y si los roedores tienen acceso a los comederos y bebederos
(ValenÇa et al., 2013)

Igualmente, Boqvist et al. (2002a), reporta que existen factores de riesgo a nivel de la granja
y a nivel de cada animal. Entre los primeros se pueden encontrar:

-

Humedad en las instalaciones

-

Pozos de agua, pisos húmedos y desniveles

-

Localización de la granja en una zona endémica de leptospirosis

-

Método de servicio

-

Fallas reproductivas en los últimos años

-

Raza

-

Nutrición

-

Presencia de roedores en las granjas

-

Fallas en el control de roedores

-

Presencia de otras especies domésticas y silvestres en la granja

-

Fuentes de agua para el consumo

-

Presencia de otras enfermedades

-

Tipo de granja

-

Patrón de producción

-

Número de cerdas reproductoras en la granja

-

Diseño de las instalaciones

-

Temperatura de las instalaciones (Interna)

-

Bioseguridad

Los que corresponden a nivel de las cerdas son:

-

Edad

-

Número de partos

-

Contacto directo con otras cerdas

-

Requerimientos de espacio

-

Introducción de la cerda a la granja

-

Bienestar animal
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Transmisión

La infección por esta bacteria en humanos y animales se puede transmitir por contacto
directo con orina infectada, material o fluidos fetales y placentarios, y descargas uterinas; o
por contacto indirecto con el ambiente contaminado con leptospiras procedentes de
excreción urinaria, como efluentes contaminadas, comida, agua o suelo. El vehículo principal
de contaminación es la orina de animales infectados, pero esto depende de la concentración
de leptospiras en esta y del tiempo de leptospiruria, además después de ser eliminada en la
orina la bacteria puede permanecer viable en agua estancada, suelos húmedos y superficies
acuosas por varios meses, siempre y cuando cuente con un ambiente favorable (Stanchi,
Brihuega y Gatti, 2007).

Según Stanchi, Brihuega y Gatti (2007), no se ha determinado la vía de infección más
importante, pero este agente puede infectar vía membranas mucosas del ojo, boca o nariz,
vía percutánea, vía vaginal, vía transplacentaria, siendo también posible la transmisión a
través de la leche de una cerda infectada.
Patogénesis

Una vez que el agente ingresa al animal susceptible se disemina por vía sanguínea y
linfática, desarrollando una leptospiremia 1 o 2 días después de la infección, generando una
vasculitis debido a que las leptospiras alteran el endotelio de los capilares, y con la
consecuente propagación a todo el organismo, periodo en el que pueden ser aisladas de
cualquier órgano y del líquido cefalorraquídeo. En esta etapa se pueden manifestar signos
como pirexia, anorexia, agalactia y decaimiento, ya que esta es la fase en la cual las
leptospiras llegan a órganos como hígado, riñón, útero, vagina, oviducto, membranas fetales
y glándula mamaria en hembras, y a los testículos y epidídimo en machos (Cristiano, 2002;
Rodríguez, 2000; Ellis, 2012).

Esta bacteremia cesa aproximadamente de 5 a 10 días post-infección, lo que corresponde
con la eliminación de la bacteria por parte de los fagocitos de los órganos internos y la
aparición de anticuerpos en suero. Luego, los microorganismos se localizan en los túbulos
renales donde forman micro-colonias para su posterior excreción en la orina, cuya duración e
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intensidad depende del serovar infectante y de cada cerdo, la cual va desde una alta
intensidad de excreción seguida por un período variable de leptospiruria intermitente y de
baja intensidad (Cristiano, 2002; Ellis, 2006).

Así mismo, las leptospiras también se pueden localizar en el útero, por lo tanto en el caso de
hembras reproductoras que se infectan durante la gestación, las manifestaciones
reproductivas son resultado de infecciones intrauterinas que ocurren en el último periodo de
gestación. La patogénesis de la enfermedad reproductiva es poco entendida, pero se cree
que la causa es la infección transplacentaria que ocurre durante el periodo de leptospiremia
(Ellis, 2012).

En esta etapa, además de la presentación de los signos clínicos generalizados, el
microorganismo invade la placenta e infecta a los fetos, que a menudo mueren en el útero.
La manifestación más común de la infección en la piara es el aborto, pero como parte del
patrón se pueden encontrar lechones nacidos muertos, fetos parcialmente momificados y
nacimiento de lechones vivos pero débiles, lo cual tiene mayor riesgo de presentación en
hembras seropositivas. Estas manifestaciones poco comunes se presentan dependiendo del
día de gestación en que mueren los fetos, debido a que estos se pueden autolizar en el útero
y momificar dependiendo de su tamaño, generando lesiones leves en la mucosa uterina y así
la enfermedad no se manifiesta con aborto. Todo esto puede coincidir con el nacimiento de
lechones normales (Schlafer y Miller, 2007).

Generalmente, una a tres semanas después de la muerte de los fetos se presentan los
abortos, probablemente como resultado de los productos tóxicos que liberan los fetos
muertos infectados, periodo en el que la cerda ya ha desarrollado títulos de anticuerpos
detectables. Se cree que entre la infección fetal y la muerte fetal hay un intervalo de
aproximadamente 14 días, además en la última etapa de gestación los fetos son capaces de
producir anticuerpos, por lo que algunos lechones nacidos muertos tendrán títulos
detectables (Ellis, 2006).

Por consiguiente, debido a los diferentes tipos de infecciones producidas por los serovares
de Leptospira, la hipótesis planteada es que hay una disminución de la inmunidad uterina por
lo que no es posible prevenir la infección transplacentaria por las leptospiras presentes en el
aparato reproductor (Ellis, 2012).
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Por otro lado, también puede ocurrir la transmisión horizontal, en el caso de camadas que no
se infectaron durante la leptospiremia de la madre, generando una septicemia con presencia
de grandes cantidades del microorganismo en todos los tejidos del feto (Ellis, 2006). La
patogénesis de la leptospirosis en porcinos se resume en la figura 3.

Figura 3. Patogénesis de la leptospirosis en porcinos.
Infección subclínica

La mayoría de infecciones por Leptospira en cerdos son subclínicas. Esta presentación es
endémica en muchas granjas, donde se tiene poca evidencia de signos clínicos o es
inaparente, y se encuentra en muchos países alrededor del mundo. Por lo general, se
presenta en cerdos en crecimiento, cerdas vacías y que no están en periodo de lactancia, en
donde la evidencia es serológica debido a que el paciente es expuesto al agente y presenta
un nivel de anticuerpos contra este. Al no manifestar signos de enfermedad estos animales
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se transforman en portadores de esta y eliminan el agente contaminando el ambiente
(Jackson y Cockcroft, 2007; Ellis, 2012).
Presentaciones clínicas

En los porcinos la enfermedad tiene dos presentaciones clínicas: la aguda y la crónica o
reproductiva, y afecta principalmente a dos etapas susceptibles: las cerdas gestantes y los
lechones jóvenes (Jackson y Cockcroft, 2007).

La leptospirosis aguda tiene manifestaciones como diarrea, fiebre, decaimiento, anorexia,
anemia hemolítica, ictericia, hemoglobinuria, entre otras. Es de presentación ocasional y
coincide con la presencia de las leptospiras en los tejidos. Sin embargo, los escasos reportes
de esta forma severa de la enfermedad sugieren que es poco frecuente, puesto que en
granjas donde la infección es endémica generalmente los signos son leves y muchas veces
pasa desapercibida, aunque esto también depende del serovar infectante. Además, la gran
mayoría de animales que manifiestan estos signos clínicos se someten a recuperación
espontánea durante aproximadamente una semana desde que se desarrollan la infección
(Boqvist, 2002b).

La forma crónica o reproductiva es la causante de pérdidas económicas, debido a que
genera principalmente aborto en el último tercio de gestación. Aunque es poco común se
puede manifestar con aumento de lechones nacidos muertos, débiles poco viables y
momificados, e igualmente las hembras pueden presentar ictericia, fiebre, hemoglobinuria y
agalactia. Los principales serovares que pueden causan trastornos reproductivos son
Bratislava, Pomona, Canicola y Tarassovi. La enfermedad puede cursar por un largo periodo
de forma subclínica, hasta que comienzan a presentarse los casos de aborto, donde algunas
cerdas abortan sin signos aparentes de la enfermedad. De igual forma, la infección por
Leptospira puede causar infertilidad, reducción en el tamaño de la camada y en la tasa de
partos, pero el desempeño reproductivo vuelve a la normalidad después de presentar estas
manifestaciones clínicas (Boqvist, 2002b; Jackson y Cockcroft, 2007).
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Indicadores reproductivos
Son ítems que reflejan la eficiencia reproductiva a través de cifras numéricas, los cuales son
importantes para identificar las deficiencias en las granjas, generadas por la presencia de
factores como mal manejo, patologías, cambios ambientales, entre otros, y poder generar
soluciones para mejorar el desempeño reproductivo de la explotación. Entre los parámetros
que se utilizan en las producciones porcinas se encuentran: camadas por hembra al año,
número de lechones destetos por cerda al año, lechones nacidos totales, promedio de
lechones nacidos vivos, promedio de lechones nacidos muertos, porcentaje de mortalidad
pre-destete, tasa de abortos, días no productivos, intervalo entre partos, lechones destetados
por camada, intervalo destete-servicio, % repetición celo, entre otros (López, 2005).
Identificación del agente

El agente se puede identificar a partir de diferentes órganos internos y fluidos corporales de
animales que muestran signos clínicos que sugieren leptospirosis, aunque no siempre es
indicado ya que en el caso de realizarlo a partir de sangre la leptospiremia no siempre está
acompañada de signos clínicos y se presenta en los primeros días de la infección.
Igualmente, puede ser complejo detectarlo si el animal ha recibido tratamiento antibiótico, si
hay autolisis avanzada del tejido, si los tejidos no se manejaron con rapidez después de su
colecta para realizar el cultivo y en el caso en que la orina no tenga un pH adecuado. No
obstante, la detección de la bacteria específicamente en el tracto genital, los riñones o en
orina, puede indicar que el animal es portador, por lo que estos resultados deben
interpretarse teniendo en cuenta los resultados serológicos y los signos clínicos, así como la
no detección del microorganismo en la orina no descarta que este sea portador renal crónico
ya que puede indicar que en el momento del examen el animal no excretaba cantidades
detectables de la bacteria, lo que se debe demostrar con resultados negativos de muestras
de orina de tres semanas consecutivas (OIE, 2008).

El aislamiento de este agente a partir de material clínico es un proceso lento, por el
crecimiento de las leptospiras, y complejo, ya que muchas veces se puede contaminar con
microorganismos que crecen de forma más rápida. Antes de ser considerado negativo el
cultivo se debe mantener de 28°C a 30ºC, al menos durante dos meses, durante los cuales
hay que examinar bajo microscopio de campo oscuro gotas del medio de cultivo al menos
cada dos semanas. El tiempo requerido para la detección de un cultivo positivo varía según
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el serotipo de Leptospira y el número de microorganismos presentes en la muestra. Para
examinar los cultivos es recomendable el uso de los objetivos 200X y 400X para una
observación directa de las leptospiras (Smythe, 2008).
Los requerimientos nutricionales de esta bacteria son muy demandantes, debido a que
necesita compuestos como ácidos grasos de cadena larga, vitamina B1 y B12, los cuales le
proporcionan energía y carbono, por lo que se requieren como fuente lípidos y se deben
agregar en forma de complejo con albúmina para la multiplicación de las leptospiras, además
como fuente de nitrógeno se utiliza NH4Cl, de hierro FeSO4 y otros factores de crecimiento
como glicerol y suero de conejo al 10% (WHO, 2003)

En cuanto a los medios de cultivo, estos se encuentran en presentación líquida, semisólida y
sólida, y los más utilizados son el Ellinghausen McCullough Johnson Harris (EMJH) y el
Fletcher. También, se pueden encontrar el Stuart, el Korthof, el Schuffner, el Vervoort y el
medio de albúmina sérica bovina o Tween 80/BSA (WHO, 2003).

Es importante utilizar material fresco para el cultivo de leptospiras, y en el caso en que no se
puedan enviar las muestras de tejidos o fluidos inmediatamente, se deben conservar de 4 a
5°C. Hay que utilizar un medio de cultivo líquido o una solución al 1% de albúmina sérica
bovina (BSA) con 5-fluorouracilo a una concentración de 100–200 μg/mL como medios de
transporte para el envío de las muestras. Es necesario realizar el cultivo preferiblemente en
un medio semisólido que tenga de 0,1 a 0,2% de agar como el Tween 80/BSA, el EMJH o el
BSA con una combinación de Tween 80 y Tween 40 (OIE, 2008).

Se puede aumentar la probabilidad del aislamiento realizando el cultivo a una serie de
diluciones, lo cual también reduce la probabilidad de contaminación y cualquier inhibición del
crecimiento causada por lípidos y otros componentes, añadiendo al medio agentes selectivos
y antibióticos como 5-fluorouracilo, ácido nalidíxico, fosfomicina, rifamicina, polimixina,
neomicina, bacitracina y actidiona, usando un medio semisólido, aunque esto no previene
todo tipo de contaminación, e igualmente utilizando un diurético para realizar la toma de la
muestra en el caso de orina (Smythe, 2008).

De igual forma, cuando solo hay un número pequeño de leptospiras viables el uso de estos
agentes selectivos puede disminuir las posibilidades de aislamiento, y algunas cepas no
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crecerán en medios selectivos que tengan varios antibióticos. Para aumentar las
posibilidades de aislar serotipos de leptospiras más exigentes como Hardjo, se pueden
utilizar medios enriquecidos que contengan ingredientes como suero de conejo al 0,4-1%,
suero de feto de ternero (FCS) al 1–4%, hidrolizado de lactoalbúmina, superóxido dismutasa
y pirubato de sodio para mejorar la iniciación del crecimiento. Los serotipos menos exigentes
como Pomona y Grippotyphosa pueden dar resultados positivos entre 7 y 10 días después
de la inoculación, y otros serotipos como Hardjo y Bratislava pueden tardar mucho más
tiempo (OIE, 2008).
Igualmente, existen medios para la diferenciación de especies de Leptospira, compuestos
por EMJH con suplemento de albúmina, ácidos grasos y 8- azaguanina, que se utiliza como
inhibidor del crecimiento de la cepa patógena Leptospira interrogans, en cambio la cepa no
patógena Leptospira biflexa tiene resistencia a la acción bacteriostática (WHO, 2003).
Pruebas serológicas

La prueba de aglutinación microscópica (MAT), es una prueba específica de serogrupo,
frente a la que se evalúan todas las pruebas serológicas y se utiliza en las comprobaciones
para la importación y exportación de animales. En esta se utilizan antígenos vivos, los cuales
deben ser representativos de todos los serogrupos y cepas conocidos en la región para
obtener una buena sensibilidad, e igualmente para antígenos inactivados con formalina. La
MAT tiene buena especificidad y aunque existe reacción cruzada entre las serovariedades y
es probable que un animal infectado con una serovariedad tenga anticuerpos frente a la
serovariedad infectante que de reacción cruzada con otras serovariedades. De igual forma
es primordial tener en cuenta el historial de vacunación ya que los animales que se han
vacunado pueden tener anticuerpos frente a las serovariedades de la vacuna (OIE, 2008).

En la MAT se hace reaccionar el suero con suspensiones de antígeno vivo de serovares de
Leptospira para su incubación y posterior examen microscópico para aglutinación y así
determinar los títulos. Se han realizado muchas modificaciones de los métodos de MAT,
dejando un método que se puede realizar y leer en bandejas de microtitulación, aunque esta
prueba sigue siendo compleja de realizar, controlar e interpretar, debido al gran número de
cultivos que se deben realizar de las diferentes cepas, al riesgo de contaminación cruzada
de los cultivos de antígeno, entre otros (Levett, 2001).
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La identidad de los antígenos debe evaluarse por medio de sueros hiperinmunes de conejo,
cultivo en agar sangre, caldo de tioglicolato o un método molecular que confirme los pases a
lo largo del tiempo, así como puede haber una pérdida de antigenicidad por el pase repetido
de antígenos en medio de cultivo por lo que se debe hacer un nuevo cultivo líquido a partir
del cultivo base (OIE, 2008).

Los títulos de MAT de anticuerpos de aislamientos locales son generalmente más altos que
los títulos de las cepas de serie de los laboratorios de serovares del mismo serogrupo.
Normalmente se utiliza una amplia gama de antígenos para así detectar infecciones con
serovares poco comunes o no detectados anteriormente, e igualmente se debe incluir un
serovar de las especies saprófitas de Leptospira (Levett, 2001).

El cultivo se debe realizar 28 a 30°C en Tween 80 BSA o en otro medio adecuado, y debe
tener de 4 a 8 días. Como antígenos se usan cultivos con densidades aproximadas a 2 × 108
leptospiras por mL, las cuales se pueden estimar contando directamente las células en un
microscopio de campo oscuro, midiendo la transmitancia en un espectrofotómetro con filtro a
400 nm o por nefelometría. Para determinar los títulos de antígenos se puede realizar una
selección con una dilución de inicio del suero de 1/50, y posteriormente se añade un
volumen de cada antígeno, igual al del suero diluido para hacer una dilución final de 1/100 en
la prueba de selección. Luego, se incuban las placas de microtitulación a 29°C de 2 a 4
horas y se examinan mediante microscopía de campo oscuro (OIE, 2008).

El punto final es la dilución más alta de suero que muestra un 50 % de aglutinación, y se
determina por la presencia de aproximadamente el 50% de leptospiras libres no aglutinadas
en comparación con un cultivo control. El resultado de la prueba puede indicarse como el
punto final de la dilución del suero como 1/100, 1/400, o como un título que es el inverso de
la dilución del punto final del suero como 100 o 400. Generalmente títulos de >200 definen
un caso probable con signos clínicos compatibles en poblaciones donde la leptospirosis es
poco común, en cambio en áreas donde la leptospirosis es endémica un solo título de >800
es indicativo de la enfermedad pero se recomiendan títulos de >1,600 (Levett, 2001).

Otra prueba serológica muy utilizada es el enzimoinmunoensayo (ELISA), que en general es
bastante sensible, así se elabore como prueba en placa o como prueba con tira reactiva, que
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aunque no tiene la especificidad de serovariedad de la MAT es más sencilla y rápida para la
detección de anticuerpos de Leptospira en infecciones agudas. El diagnóstico se puede
confirmar durante la primera semana de presentación de la enfermedad mediante la
detección de anticuerpos IgM, que son dirigidos principalmente en contra del lipopolisacárido
leptospiral (Levett, 2004).

Diagnóstico molecular

Igualmente, el diagnóstico se puede realizar por medio de pruebas de biología molecular
como la reacción en cadena de polimerasa (PCR) que es una técnica que permite
incrementar el número de amplificaciones de secuencias de ADN específicos de leptospiras
a partir de un ADN molde. Existen numerosas técnicas basadas en PCR como la
Amplificación al Azar de ADN Polimórfico (RAPD), seguido por análisis de restricción o
hibridación haciendo que la prueba sea más sensible y específica, los cuales han sido
desarrollados y evaluados con base en la tipificación de las cepas de referencia de
Leptospira. Esta prueba también es útil para el diagnóstico rápido de leptospirosis en casos
agudos en donde otras técnicas diagnósticas podrían dar resultados negativos o son muy
complejas y demoradas, además tiene alta sensibilidad y especificidad (Vitale et al., 2005).

Salud pública

En humanos los signos son inespecíficos y por lo general se manifiesta con un periodo febril
de aproximadamente una semana con dolor de cabeza, vómito, diarrea, dolor abdominal,
entre otros, aunque la mayoría de los casos son asintomáticos. Puede llegar a ser mortal,
pero muy pocas veces el curso de la enfermedad progresa hasta producir ictericia, falla
renal, signos respiratorios y hemoptisis, lo que corresponde a casos severos de la
enfermedad. Según Ellis (2012), los porcicultores, veterinarios del área porcina y
trabajadores de granjas y mataderos tienen gran riesgo de padecer leptospirosis, debido a
que es una zoonosis ocupacional muy importante y a su fácil transmisión, que puede ser por
medio de contacto directo o indirecto con la orina de un cerdo infectado, ya sea con las
membranas mucosas o por heridas de la piel.

Esta exposición ocupacional por el contacto con los porcinos ha sido asociada
principalmente con la llamada “Enfermedad de la porquerizas”, causada por el serovar
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Pomona del cual el cerdo es huésped de mantenimiento, y con la “Enfermedad de Weil”, de
las que Cole et al. (2000) han reportado la transmisión directa, y además indican que la
prevalencia de Leptospira spp. en cerdos va de 10 a 46 %, y no es inusual encontrar varios
serovares en un solo animal, y conjuntamente encontaron que en Estados Unidos el 58% de
los casos esporádicos de leptospirosis humana se podían atribuir a procesadores de carne,
en Trinidad aproximadamente el 6% de casos clínicos en humanos era de trabajadores de
granjas porcinas, y confirmaron altas prevalencias de anticuerpos en porcicultores y
trabajadores de mataderos, así como una asociación entre la seroprevalencia y los años de
trabajo en inspectores de canal.
Los datos de incidencia de leptospirosis son diversos y dependen de las características de
cada región geográfica (WHO, 2010), por lo que la organización mundial de la salud ha
realizado estudios para estimar la incidencia de la leptospirosis humana, donde reportan que
la media de la incidencia mundial anual es de 14 casos por cada 100.000 habitantes, la
mediana de la incidencia mundial es de 5 casos por cada 100.000 habitantes, excluyendo los
casos de brotes, pero en algunas regiones la incidencia es de 975 casos por cada 100.000
habitantes, además indican que hay más de 500.000 casos de leptospirosis cada año en el
mundo, y la mayoría de estos tienen manifestaciones severas y mortalidades mayores al
10%.

La leptospirosis representa el 20% de las enfermedades febriles de origen desconocido,
teniendo en cuenta que un gran número de patologías se consideran como diagnósticos
diferenciales, entre las que se encuentran: influenza, malaria, meningitis aséptica,
toxoplasmosis, fiebre tifoidea, hepatitis A, rickettsiosis, dengue, fiebre hemorrágica, y una
asociación de leptospirosis y dengue que ha sido ampliamente estudiada en diferentes
regiones del mundo coincidiendo en ocasiones con desastres naturales, entre otras. Para
Latinoamérica, especialmente Brasil, la leptospirosis alcanza tasas superiores a 10 casos por
cada 100.000 habitantes y para Colombia se estima una incidencia de 3.05 casos por cada
100.000 habitantes (WHO, 2010).

En Colombia se han realizado estudios en algunas regiones para conocer la incidencia o
prevalencia de la leptospirosis, pero se deben realizar a nivel nacional para establecer la
prevalencia real de la enfermedad en el país. Se han reportado prevalencias del 4,28% para
L. interrogans serovar Icterohaemorragiae en 1957, de 18,4% para cinco localidades
colombianas principalmente por los serovares Icterohaemorragiae y Grippotyphosa en 1989,
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del 11,9% para la ciudad de Medellín en el 2005, del 23.3% en habitantes de barrios
periféricos de Cali en el 2006, con una asociación entre la seropositividad y el contacto con
animales, del 12.5% en nueve municipios de la zona del Urabá antioqueño con una mayor
prevalencia para los serovares Grippotyphosa e Icterohaemorragiae, del 18,1% para el
departamento de Córdoba y poblaciones indígenas rurales donde las serovariedades más
prevalentes fueron Bratislava, Icterohaemorragiae y Panamá (INS, 2011).

En cuanto a los grupos de riesgo ocupacional, en trabajadores de explotaciones porcinas de
Manizales se encontraron prevalencias del 3,9% al 14,3% en el 2003, una prevalencia del
13,1% en un grupo de trabajadores de carnicerías del departamento de Córdoba en el 2005,
en el 2008 una prevalencia similar del 13,3% para trabajadores del sector agrícola del
departamento de Sucre, y en encuestas realizadas por el ICA se determinó una
seropositividad entre el 12 y 20%, con mayor prevalencia en el departamento del Atlántico,
del 17% con predominio de la serovariedad Icterohaemorragiae entre 1995 y 1998. Además,
Corpoica-Ceisa encontraron reactividad en el 20% de 75 muestras provenientes de
Cartagena, La Guajira y Tolima en 1997, y para el año de 1998 en un total de 201 sueros el
21,3% fueron positivos y en mayor número para el departamento del Tolima. En 1999, de
161 muestras resultaron positivas 25,5%, la mayoría correspondientes a Cartagena, y
finalmente en el año 2008 se procesaron 724 muestras de las cuales el 16,2% fueron
positivas (INS, 2011).

Estos datos son preocupantes, especialmente porque los brotes agudos de leptospirosis
humana se asocian con la persistencia de factores como epizootias en las granjas porcinas,
deterioradas condiciones sanitarias, pobreza extrema, migración poblacional, tala y quema
indiscriminada de bosques, y descubrimiento de nuevos serovares de la bacteria, y
adicionalmente, la falta de datos, la heterogenicidad de los mismos datos y el subdiagnóstico
de la enfermedad generan prevalencias erróneas. Por esto, para que sea más apropiado
extrapolar los datos se deben medir por subregiones, considerar los picos de la patología, la
época de brotes que se coincide con fuertes lluvias e inundaciones, eventos climáticos
extremos, la proporción de los daños de la enfermedad, utilizar buenos métodos
diagnósticos, hacer saneamiento del medio y desratización, y llevar a cabo más programas
de vigilancia para seguir de cerca la situación ecológica y obtener información que facilite la
adopción de medidas preventivas (WHO, 2011).
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1 LOCALIZACIÓN

Los criterios de inclusión y exclusión de las granjas se mencionan en la tabla 1.
Tabla 1. Criterios de inclusión y exclusión utilizados en la localización de las granjas.
Criterio de inclusión

Criterios de exclusión

Granjas ubicadas en el departamento de Granjas ubicadas en otros departamentos
Cundinamarca
Granjas porcinas
Granjas

con

etapas

Granjas de otras especies
de

gestación

y Granjas de otras etapas de producción

lactancia

Para la selección de las granjas se tuvo en cuenta lo reportado en el historial de las cerdas
en cuanto a signos clínicos relacionados con leptospirosis, y la presencia de factores de
riesgo asociados a esta enfermedad. Igualmente las granjas seleccionadas cumplen con los
criterios de inclusión y exclusión mencionados anteriormente.

Granja 1:


Nombre: “La Esperanza”



Vereda: Potrero grande (Ubicada a 12 km del casco urbano)



Municipio: Choachí



Departamento: Cundinamarca

El municipio de Choachí está localizado a 4° 31’52’’ de latitud norte y 73° 55’33’’ de longitud
oeste. Limita al norte con el municipio de La Calera, al oriente con el municipio de Fómeque,
al sur con el municipio de Ubaque y al occidente con la ciudad de Bogotá, como se puede
observar en la figura 4. Su temperatura promedio es de 18 °C y su altitud es de 1923 msnm.
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La extensión total del municipio es de 223 Km2, en donde 10.4 Km2 son de área urbana y
213 Km2 son de área rural (Sitio Oficial de Choachí en Cundinamarca, Colombia, 2013).

Figura 4. Mapa municipio de Choachí, Cundinamarca. Fuente: Google Maps. (2013).

Granja 2:


Nombre: “P.A.S. Ltda.”



Vereda: La Rambla



Municipio: San Antonio del Tequendama



Departamento: Cundinamarca

El municipio de San Antonio del Tequendama está ubicado en la Serranía del Subía, en la
cuenca baja del río Bogotá a 4° 37’ de latitud y 74° 21’ de longitud. Tiene como límites los
municipios de Tena y Bojacá por el norte, los municipios de Bojacá y Soacha por el
occidente, al municipio de Mesitas de El Colegio por el oriente y a los municipios de Soacha
y Granada por el sur (Figura 5). Su extensión total es de 82 Km2, los cuales corresponden a
22 Km2 de área urbana y 60 Km2 de área rural. Su temperatura promedio es de 18° C, y su
altitud de 1540 msnm (Sitio Oficial de San Antonio del Tequendama en Cundinamarca,
Colombia, 2013).
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Figura 5. Mapa municipio de San Antonio del Tequendama, Cundinamarca. Fuente: Google
Maps, (2013).

3.2 POBLACIÓN Y MUESTRA


Población:

Granja 1: N= 98 cerdas reproductoras.

Granja 2: N= 119 cerdas reproductoras.

Los criterios de inclusión y exclusión para la población se mencionan en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios de inclusión y exclusión utilizados en la población.
Criterio de inclusión

Criterios de exclusión

Animales pertenecientes a la especie Animales de otras especies
porcina
Porcinos de la granja “La Esperanza” y Porcinos de otras granjas
“P.A.S. Ltda.”
Hembras

Machos

Cerdas no vacunadas contra leptospirosis Cerdas vacunadas contra leptospirosis
hace menos de 6 meses

hace menos de 6 meses

Cerdas que no hayan recibido antibióticos Cerdas que hayan recibido antibióticos
mínimo en 2 semanas

mínimo en 2 semanas
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Cálculo del tamaño muestral:

n=

1 – (1-NC) 1/d

N – (d - 1)
2

donde,
n= tamaño de la muestra requerido
N= Tamaño del rebaño
d= número de animales enfermos en el rebaño
NC= Nivel de confianza

Fuente: Win Episcope 2.0. (2013).

Según Almenteros et al. (2004), en un estudio en un matadero del sur de Bogotá se obtuvo
un 30% de prevalencia a Leptospira spp.

Granja 1:

n=

1 – (1-0.95) 1/30

98 – (30 - 1)
2

n= 8

Granja 2:

n=

1 – (1-0.95) 1/30

119 – (30 - 1)
2

n = 10
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Muestra:

Granja 1: n= 8 cerdas reproductoras
Granja 2: n= 10 cerdas reproductoras

En la granja 1, la muestra se aumentó a 30 cerdas reproductoras, debido a que cuanto más
grande sea el tamaño de n, los resultados tendrán mayor precisión al reflejarse en la
población y habrá más posibilidades de obtener resultados positivos.



Estrategia de selección de la muestra: Muestreo no probabilístico por conveniencia.

3.3 VARIABLES

Las variables que se tendrán en cuenta para el proyecto se incluyen en la tabla 3.
Tabla 3. Variables a medir en el proyecto.
Variable

Tipo de variable

Unidad de medida /
Intervalo / Categorías

Presencia de anticuerpos Cualitativa/ Dicotómica

Positivo o Negativo

anti-leptospira en sangre
Crecimiento de la bacteria Cualitativa/ Dicotómica

Positivo o Negativo

en cultivo de orina
Identificación

de

los Cualitativa/Nominal

serovares de la bacteria

Hardjo,

Canicola,

Icterohaemorrhagiae,
Pomona y Grippotyphosa.

Intervalo destete-servicio
(IDS)

Cuantitativa/Discreto

Días

30

Mortalidad

pre-destete Cuantitativa/Continua

Porcentaje (%)

(MPD)
Mortalidad

primeras

24 Cuantitativa/ Continua

Porcentaje (%)

horas (M24h)
Lechones

nacidos Cuantitativa/Continua

Promedio

muertos/camada Cuantitativa/Continua

Promedio

Cuantitativa/Continua

Promedio

totales/camada (NT)
Nacidos
(NMu)
Nacidos
momificados/camada (NMo)

3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO



Diseño: En este caso fue no experimental porque no aplica para los tipos de diseño
experimental como el completamente al azar ni bloques completamente al azar, debido a
que los animales no se seleccionaron de forma aleatoria.





Estadística descriptiva:
-

Frecuencias: Proporción o porcentaje (%)

-

Estadísticas: Media, desviación estándar, mínimo y máximo

-

Prueba de t de Student

-

Riesgo relativo

Estadística inferencial:
-

Estadística no paramétrica:
o

-

Prueba de Chi cuadrado (X2)

Estadística paramétrica:
o

ANOVA

o

Coeficiente de correlación de Pearson
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3.5 MÉTODOS Y PROCEDIMIENTOS
Diseño metodológico:


Tipo de estudio:
-

Observacional: Porque es de carácter estadístico y se limita a medir las
variables definidas, sin intervención por parte de los investigadores, además
no se incluyó un grupo control o testigo.

-

Transversal: Porque se toma un punto determinado para la investigación y se
tiene en cuenta uno o varios entes del estudio, enmarcado en un sistema de
producción específico.



Método de estudio:
-

Analítico o deductivo: Porque se tiene en cuenta cada uno de los
componentes del objeto de estudio.



Cuantitativo: Porque se evaluarán datos numéricos.

Procedimientos metodológicos:

Selección cerdas reproductoras

La selección de los animales se realizó a través del método del árbol de clasificación y
regresión (CART) (Saegerman et al., 2012), que se basa en un análisis de las observaciones
clínicas de casos sospechosos de la enfermedad a nivel poblacional, complementándolo con
lo reportado en el historial de cada cerda y con un examen clínico que evidenció la presencia
de manifestaciones clínicas que indican leptospirosis (Anexo 1), para la subsecuente
confirmación por laboratorio (Bolin et al., 1991).
Indicadores reproductivos y factores de riesgo

A partir de lo reportado en los historiales, con el consentimiento de los propietarios (Anexo
2), se compararon los indicadores reproductivos con las metas establecidas por la
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Asociación Colombiana de Porcicultores (ACP) estableciendo los parámetros alterados en la
población seleccionada. También, se identificaron los factores de riesgo asociados a la
enfermedad en las dos granjas (Boqvist, 2002a).
Prueba de MAT
Se tomaron muestras de sangre de 40 cerdas en etapa reproductiva, 30 en la granja 1 lo que
corresponde al 29.4% de la población de esta granja y 10 en la granja 2 lo que corresponde
al 11.9% de la población de esta producción, en tubos Vacutainer ® al vacío sin
anticoagulante de la vena auricular y yugular, que se almacenaron a 4°C en una nevera
portátil y fueron transportadas al laboratorio (Morales et al., 2007).

Posteriormente, se obtuvieron los sueros a través de coagulación espontánea y se realizó la
extracción de forma manual a tubos Eppendorf, previamente marcados con el respectivo
número de cada cerda, bajo condiciones de esterilidad, cerca al mechero, para evitar la
contaminación. Los tubos Eppendorf se almacenaron en una bolsa plástica resellable y se
llevaron al congelador a -20°C, hasta su análisis mediante la prueba MAT, como se observa
en la figura 6 (Anexo 3). Para esta prueba, se consideraron positivos los títulos ≥1:100, con
el fin de detectar infecciones recientes o residuales que orientan hacia la búsqueda de la
circulación de la bacteria en las granjas, y se identificaron los principales serovares de
Leptospira spp. (Hardjo, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona y Grippotyphosa)
presentes en estas (Hernández et al., 2008; Ho Thi et al., 2001; Ochoa et al., 2000).

Figura 6. Prueba de MAT.
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Aislamiento a través de cultivo

Para las muestras de orina, se realizó la colecta de las mismas 30 cerdas reproductoras en
la granja 1 y 10 en la granja 2, y se llevó a cabo el protocolo para toma de muestra de orina
como se observa en la figura 7 (Anexo 4), bajo las condiciones de esterilidad posibles.
Posteriormente, las muestras filtradas y almacenadas en tubos Falcon que contenían
solución amortiguadora de fosfatos (SAF), para neutralizar la muestra inmediatamente
después de la colecta con el fin de mantener la viabilidad de la bacteria y así aumentar la
sensibilidad del aislamiento a través del cultivo, se transportaron en una nevera portátil a
temperatura ambiente al laboratorio (Miraglia et al., 2008; Hernández et al., 2008; Hernández
et al., 2011).

Figura 7. Protocolo para toma de muestra de orina.

Al llevar las muestras, se realizó el protocolo para siembra en el laboratorio (Anexo 5), y
como se ve en la figura 8, los cultivos se revisaron cada 3 días durante un mes (Anexo 6).
Durante el proceso, se prepararon más medios de cultivo EMJH (Anexo 7), se realizaron
subcultivos (Anexo 8) y se filtraron algunos medios (Anexo 9), para permitir el desarrollo de
la bacteria y así examinar su crecimiento. Finalmente, las muestras positivas a Leptospira
aisladas a partir de orina se conservaron debidamente etiquetadas a -70°C en el laboratorio
de Genética de la sede Norte de la Universidad de La Salle (Anexo 10) (Miraglia et al., 2008;
Hernández et al., 2008).
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Figura 8. Protocolo observación cultivo en campo oscuro.

Finalmente, se llevó a cabo la asociación entre los indicadores reproductivos, los resultados
de las pruebas diagnósticas y los serovares encontrados en la población. Los procedimientos
metodológicos se resumen en la figura 9.

Figura 9. Diagrama de flujo procedimientos metodológicos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1. RESULTADOS

Examen clínico de la población porcina

De acuerdo con las observaciones clínicas de campo se determinó que 30 cerdas
reproductoras de la granja 1 y 10 cerdas reproductoras de la granja 2 cumplían con las
condiciones establecidas para hacer parte del estudio (Anexo 11).

A partir del examen clínico realizado en la población de la granja 1, se encontró que ningun
animal presentó aumento de temperatura ni ictericia. El 3.3% (1/30) presentó agalactia, el
6.6% (2/30) mostró decaimiento y el 3.3% (1/30) manifestó anorexia. Según los historiales,
se reportó que el 23.3% (7/30) presentó aborto, el 76.6 % (23/30) lechones nacidos débiles,
el 6.6% (2/30) endometritis puerperal y el 53.3% (16/30) nacimiento de lechones
momificados.

De las 10 cerdas en la granja 2, ninguna presentó aumento de temperatura, agalactia,
ictericia, decaimiento, ni anorexia. De acuerdo a los reportes del historial se encontró que el
20% (2/10) de las cerdas presentaron aborto, el 60% (6/10) lechones nacidos débiles, el 40%
(4/10) endometritis puerperal, el 40% (4/10) repetición de celo, el 10% (1/10) bajos nacidos
totales y el 10% (1/10) hemoglobinuria.

El signo clínico más frecuente en la población total fue lechones nacidos débiles con el
72.5% (29/40).
Indicadores reproductivos y factores de riesgo

Respecto a la alteración de los indicadores reproductivos, en la granja 1 ningun animal
sobrepaso la meta del intervalo destete-servicio, el 26.6% (8/30) presentó mortalidad alta en
las primeras 24 horas, el 50% (15/30) tuvo alta mortalidad pre-destete, el 66.6% (20/30)
bajos lechones nacidos totales por camada, el 73.3% (22/30) estuvo por encima del límite
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de lechones nacidos muertos por camada y el 60% (18/30) de lechones nacidos momificados
por camada.
En la granja 2, ningún animal excedió los días del intervalo destete-servicio, tampoco
presentaron mortalidad en las primeras 24 horas, el 10% (1/10) tuvo alta mortalidad predestete, el 90% (9/10) manifestaron bajos lechones nacidos totales por camada, el 60%
(6/10) superó el límite de lechones nacidos muertos por camada y el 30% (3/10) de lechones
nacidos momificados por camada.
El indicador alterado más común en las dos granjas fue lechones nacidos muertos, pero al
contar en la población total del estudio el de mayor alteración fue nacidos totales con el
72.5% (29/40).
Al comparar los indicadores reproductivos de las dos granjas por medio de estadística
descriptiva, teniendo en cuenta la media, la desviación estándar, el mínimo y el máximo, y
realizar la prueba de t Student para evaluar la relación entre los indicadores de las dos
granjas, se encontró que la MPD (P=0.0147), la M24h (P=0.0007), el promedio de NT
(P=0.0014) y el promedio de NMo (P=0.0411) fueron significativos y en el caso del IDS
(P=0.0852) y el promedio de NMu (P=0.3533) no fueron significativos, lo que quiere decir
que de los 6 indicadores, 4 difieren en cuanto a sus medias entre las dos explotaciones. Los
parámetros estadísticos de los indicadores reproductivos por cada granja se presentan en la
tabla 4.
Tabla 4. Parámetros estadísticos de los indicadores reproductivos por granja.
Estadísticas

Indicadores
MPD
IDS
M24h
NT
NMu
Nmo

Granja 1
σ
Mín.

8,41
5,54
1,53
11,63
0,65
0,60

2,93
0,64
1,12
0,90
0,56
0,73

0
4
0
10
0
0

Granja 2
σ
Mín.

Máx.

16
6,5
4,1
13,2
3
4

6,43
5,1
0,5
10,4
0,53
0,26

1,70
0,80
0,57
1,18
0,27
0,29

3
4
0
8
0,2
0

Máx.

t de
Student (P)

9
6,5
1,5
12,5
1
1

0,0147
0,0852
0,0007
0,0014
0,3533
0,0411

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo= Nacidos momificados/camada.
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En la tabla 5 se observan los parámetros estadísticos de los indicadores reproductivos en las
40 cerdas reproductoras.
Tabla 5. Parámetros estadísticos de los indicadores reproductivos de la población porcina.
Estadísticas

Indicadores
MPD
IDS
M24h
NT
NMu
Nmo

7,91
5,43
1,27
11,32
0,62
0,52

σ

Mínimo

Máximo

2,79
0,70
1,10
1,10
0,50
0,66

0
4
0
8
0
0

16
6,5
4,1
13,2
3
4

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo= Nacidos momificados/camada.

Los factores de riesgo identificados fueron 11 de 18 en la granja 1, y 8 de 18 en la granja 2,
de los cuales contacto directo con otras cerdas, método de servicio, fallas reproductivas en
los últimos años, presencia de roedores, presencia de otras especies en la granja, fuentes de
agua para el consumo, presencia de otras enfermedades, y tipo de granja, fueron comunes
para las dos explotaciones (Anexo 12).
Prueba de MAT

El 17.5% (7/40) de los sueros fueron positivos para el serovar Hardjo, el 22.5% (9/40) para el
serovar Canicola, el 12.5% (5/40) para el serovar Pomona, el 20% (8/40) para el serovar
Icterohaemorrhagiae y el 67.5% (27/40) para el serovar Grippotyphosa, el cual fue el
principal serovar presente en las dos granjas. El número de sueros positivos y negativos
para cada serovar se presenta en la figura 10.
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H= Hardjo, C= Canicola, P= Pomona, I= Icterohaemorrhagiae, G= Grippotyphosa.

Figura 10. Sueros positivos y negativos para cada serovar.

En total el 77.5% (31/40) de las muestras fueron positivas, 55% (22/40) de la granja 1 y
22.5% (9/40) de la granja 2. Así mismo, de estas muestras positivas el 45,1% (14/31)
manifestó títulos de MAT contra dos o más serovares, el 38.7% (12/31) de la granja 1 y el
6.4% (2/31) de la granja 2.

En cuanto al número de sueros positivos por cada titulación, 31 corresponden a 1≥100: 5 de
Hardjo, 8 de Canicola, 4 de Pomona, 7 de Icterohaemorrhagiae y 7 de Grippotyphosa; 17 a
1≥200: 2 de Hardjo, 1 de Canicola, 1 de Pomona, 1 de Icterohaemorrhagiae y 12 de
Grippotyphosa; 7 a 1≥400: todos de Grippotyphosa; y 1 a 1≥800: de Grippotyphosa (Anexo
13).
Aislamiento de Leptospira spp.

De las muestras de orina cultivadas, el 32.5% (13/40) fueron positivas, 20% (8/40) de la
granja 1 y 12.5% (5/40) de la granja 2, y el 67.5% (27/40) negativas, 55% (22/40) de la
granja 1 y 12.5% (5/40) de la granja 2. El número de cultivos positivos y negativos a
Leptospira spp. de las dos granjas se presenta en la figura 11.
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Figura 11. Cultivos positivos y negativos a Leptospira spp. de las dos granjas.

Además, el 52,5% (21/40) de las muestras fueron MAT positivo y cultivo negativo, y por otro
lado el 7.5% (3/40) de las muestras fueron positivas a cultivo y negativas a MAT. Los
resultados de las pruebas diagnósticas realizadas, incluyendo las muestras positivas a MAT,
las muestras positivas a cultivo, y las muestras positivas y negativas a ambas pruebas se
resumen en la figura 12 (Anexo 14).
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Figura 12. Resultados prueba de MAT y cultivo para Leptospira spp.
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Relación indicadores reproductivos con la presencia de Leptospira spp.

En la figura 13, se observa la relación entre los resultados de la prueba de cultivo, los cuales
indican la presencia de Leptospira spp. en las granjas, y la alteración de cada uno de los
indicadores reproductivos.

30
25

Positivo a cultivo
Con alteración

20
15

Positivo a cultivo
Sin alteración

10

Negativo a cultivo
Con alteración

5

Negativo a cultivo
Sin alteración

0
IDS M24h MPD NT NMu NMo

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo= Nacidos momificados/camada.

Figura 13. Resultados prueba de cultivo y alteración de los indicadores reproductivos.

En la tabla 6, se muestra el número de muestras de las dos pruebas diagnósticas con cada
uno de los indicadores reproductivos alterados.

Tabla 6. Muestras positivas y negativas de las pruebas diagnósticas por cada indicador
reproductivo alterado.

Prueba
Indicador
M24h (>2 %)
MPD (>8 %)
NT (< 12,2)
NMu (>0,4)
NMo (> 0,3)

MAT
Positivo
6
11
23
22
18

Cultivo
Negativo
1
5
6
6
3

Positivo
3
4
10
10
8

Negativo
5
12
19
12
13

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo= Nacidos momificados/camada.
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Paralelamente, de la prueba de ANOVA realizada entre indicadores alterados e indicadores
no alterados positivos a cultivo, se puede afirmar que no hay diferencia estadísticamente
significativa entre los indicadores reproductivos alterados positivos a Leptospira spp. y los
indicadores reproductivos no alterados, como se observa en la tabla 7.
Tabla 7. Parámetros estadísticos de la prueba ANOVA entre indicadores alterados e
indicadores no alterados positivos a cultivo.
Estadística
Indicador
M24h
MPD
NT
NMu
NMo

σ²
1,25
7,81
11,49
0,67
0,56

+
1,30
8,11
10,96
0,53
0,42

1,23
7,84
0,72
0,34
0,63

P
+
1,30
8,4
2,22
0,06
0,06

0,89
0,75
0,15
0,42
0,53

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones
nacidos
totales/camada;
NMu=
Nacidos
muertos/camada;
NMo=
Nacidos
momificados/camada; += Alterado; -= No alterado

Acorde al riesgo relativo calculado entre los indicadores reproductivos y el resultado de la
prueba de cultivo a Leptospira spp., como se presenta en la tabla 8, este indica que para los
indicadores M24h, NT, NMu y NMo existe la probabilidad de que se vean alterados al ser
positivos por cultivo a Leptospira spp.
Tabla 8. Riesgo relativo del resultado de cultivo con los indicadores reproductivos.
Indicador
MPD
M24h
NT
NMu
Nmo

Riesgo relativo
0.68
1.27
1.08
1.15
1.27

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo= Nacidos momificados/camada.

De acuerdo a los resultados de la prueba de Chi Cuadrado entre los serovares y los
indicadores reproductivos para ver la relación que existente, como se presenta en la tabla 9,
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estos indican que no hay relación significativa entre las diferentes variables, excepto el
promedio de NMu con el serovar Pomona (P= 0,001) que fue significativo.

Tabla 9. Asociación serovares e indicadores reproductivos.

Sv.
Ind.

Hardjo

Pomona

Canicola

Icterohaemorrhagiae Grippotyphosa

X2

gl

P

X2

gl

P

X2

gl

P

X2

gl

P

X2

gl

P

2,12

1

0,14

0,07

1

0,79

0,04

1

0,84

0,16

1

0,69

0,26

1

0,61

2,34

1

0,12

0,42

1

0,51

0,22

1

0,64

0,94

1

0,33

0,30

1

0,58

3,64

1

0,05

0,05

1

0,81

0,06

1

0,80

0,12

1

0,73

0,01

1

0,94

0,67

1

0,41 10,37

1

0,001 0,06

1

0,80

0,27

1

0,60

0,66

1

0,41

0,07

1

0,78

1

0,34

1

0,58 0,40

1

0,52

0,63

1

0,42

MPD
M24h
NT
NMu
Nmo
0,90

0,30

MPD= Mortalidad pre-destete; IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; NT=
Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo= Nacidos momificados/camada.

Del mismo modo, al ejecutar la prueba del coeficiente de correlación de Pearson entre
diferentes variables para analizar las relaciones entre signos clínicos, pruebas diagnósticas,
indicadores reproductivos y datos del examen clínico de las cerdas (Anexo 15), en general
las variables que tuvieron un coeficiente significativo en el nivel de 0.05 fueron MPD y M24h
(P= 0.0197) con una correlación débil y positiva (r= 0.3), NT y M24h (P= 0.0230) con una
correlación débil y positiva (r= 0.3), etapa y agalactia (P= 0.0439) con una correlación débil y
positiva (r= 0.3), MAT y Pomona (P= 0.0261) con una correlación débil y positiva (r= 0.3),
anorexia y condición corporal (CC) (P= 0.0472) con una correlación débil y negativa (r= -0.3),
NT y MPD (P= 0.0213) con una correlación débil y positiva (r= 0.3), etapa y anorexia (P=
0.0439) con una correlación débil y positiva (r= 0.3), respiración y anorexia (P= 0.0439) con
una correlación débil y negativa (r= -0.3), NT y NMo (P= 0.0458) con una correlación débil y
positiva (r= 0.3), Pomona y débiles (P= 0.0382) con una correlación débil y negativa (r= -0.3),
y Pomona con Icterohaemorrhagiae (P= 0.0490) con una correlación débil y positiva (r= 0.3).
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Con un coeficiente significativo al nivel de 0.01 se encontraron granja y endometritis
puerperal (P= 0.0097) con una correlación media y positiva (r= 0.4), MAT y Canicola (P=
0.0039) con una correlación media y positiva (r= 0.4), decaimiento y anorexia (P= 0.0000)
con una correlación media y positiva (r= 0.6), NMu y anorexia (P= 0.0044) con una
correlación media y positiva (r= 0.4), entre M24h y granja (P= 0.0087) con una correlación
media y negativa (r= -0.4), NT y granja (P= 0.0015) con una correlación media y negativa (r=
-0.4), NT y CC (P= 0.0066) con una correlación media y positiva (r= 0.4),
Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa (P= 0.0001) con una correlación media y positiva (r=
0.5), MAT y Grippotyphosa (P= 0.0000) con una correlación considerable y positiva (r= 0.8),
Canicola y Grippotyphosa (P= 0.0088) con una correlación media y positiva (r= 0.4), NMu y
NMo (P= 0.0000) con una correlación media y positiva (r= 0.6), IDS y débiles (P= 0.0066)
con una correlación media y positiva (r= 0.4), MAT con Icterohaemorrhagiae (P= 0.0050) con
una correlación media y positiva (r= 0.4) y Canicola con Icterohaemorrhagiae (P= 0.0005)
con una correlación media y positiva (r= 0.5).

No obstante, aunque estas correlaciones explican que existe un vínculo entre algunas de las
variables, en ningún caso fue muy fuerte ni perfecta, y la mayoría de estas relaciones
significativas no son entre los indicadores reproductivos y la presencia de Leptospira spp., a
excepción de Pomona con lechones débiles, la cual indica que entre mayor número de
muestras positivas al serovar hay mayor presentación de lechones débiles.
DISCUSIÓN

La presentación de signos clínicos como el nacimiento de lechones débiles y la alteración de
indicadores como el NMu, como los más comunes en el caso de este estudio, son de las
principales alteraciones producidas por la bacteria, en concordancia con lo obtenido por Bolin
et al. (1991), en el cual también seleccionaron animales con este tipo de fallas reproductivas
para su investigación y estos fueron los más alterados, en los que además se confirmó la
enfermedad.

Así mismo, el total de muestras positivas (77.5%) indica una alta seropositividad de
leptospirosis porcina en la población de estudio, lo cual es un problema para la salud pública,
especialmente para los trabajadores y veterinarios de las granjas, y puede causar grandes
pérdidas económicas para los porcicultores (Arrieta, Rodríguez y Calderón, 2010), e
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igualmente con el total de muestras positivas a cultivo (32.5%) estos resultados revelan que
tanto los humanos como los porcinos de las granjas, e incluso de zonas aledañas, están
expuestos a la bacteria (Kessy et al., 2010).

En cuanto a los serovares identificados, que el serovar Grippotyphosa haya sido el de mayor
presentación (67.5%), demuestra que hay una infección incidental en la población de
estudio, como se ha reportado en varios países incluyendo Colombia, como en un estudio
realizado por Niwetpathomwat et al. (2006) en cerdas reproductoras de Tailandia, en donde
con diferentes títulos este serovar alcanza el 55% de las muestras positivas; por lo tanto,
como el hospedero de mantenimiento es la fauna silvestre, los resultados de este estudio
sugieren que los animales silvestres, principalmente los roedores, que se encuentran en las
granjas están transmitiendo la Leptospira spp. a los porcinos (Ellis, 2012).

La producción de títulos contra dos o más serovares, que en este caso fue en el 45.1% de
las muestras positivas, es un hallazgo común en este tipo de estudios, similar a lo obtenido
por Petrakovsky et al. (2013), donde el 46% de los sueros revelaron títulos contra dos
serovares y el 45 % contra tres o más. En adición, la producción de títulos contra varios de
los serovares enfrentados, como en un estudio realizado por Wasinski et al. (2012), puede
ser en algunos casos consecuencia de reacciones cruzadas entre estos, y aunque el
hallazgo de títulos altos generalmente indica que la infección es causada por estos
serovares, preferiblemente se debe confirmar la presencia de las leptospiras mediante
métodos de detección directa; así como en este estudio algunos sueros demostraron
titulaciones variadas contra cada serovar, estos resultados coinciden con Chappel et al.
(1998), el cual reporta que algunos serovares producen mayores títulos de MAT porque
dependiendo del serovar difiere la inmunogenicidad.

De acuerdo con Azevedo et al. (2006), en cuyo estudio con cerdas reproductoras inoculadas
con Leptospira interrogans todas manifestaron anticuerpos post-inoculación pero ningún
signo clínico, los animales desarrollaron la infección de forma subclínica, lo cual explica
porque en el presente estudio algunas cerdas tenían evidencia serológica sin
manifestaciones clínicas, lo que sugiere que los serovares presentes como Canicola,
Pomona e Icterohaemorrhagiae tuvieron baja patogenicidad en algunas cerdas y también
que existe una relación hospedero-parásito bien adaptada; además esto es trascendental
epidemiológicamente debido a que la persistencia de Leptospira spp. en estas poblaciones y
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el consecuente riesgo de infección a otros animales se genera a partir de estos casos
aparentemente sanos.

Los resultados positivos a cultivo indican que se obtuvo un buen crecimiento teniendo en
cuenta que el n de la muestra era pequeño, y además en los pocos estudios sobre el
aislamiento de Leptospira spp. el número de muestras aisladas es generalmente es bajo así
se tengan poblaciones de estudio muy grandes, posiblemente por la dificultad del aislamiento
a pesar de la presencia de la bacteria en las muestras, que según De Freitas et al. (2004) se
debe a diferentes causas como el largo periodo de incubación que necesita el
microorganismo; la presencia de contaminantes que se multiplican de forma rápida y por lo
tanto frenan el crecimiento de Leptospira, y que al adicionar antibióticos algunas veces se
inhibe el crecimiento de estos y otras no, e incluso los antibióticos pueden afectar la
multiplicación de Leptospira; y el tiempo trascurrido entre la obtención y procesamiento de
las muestras, el cual debe ser el menor posible porque influye en la presencia de
microorganismos contaminantes y en la viabilidad de las leptospiras debido a que el pH
acido de la orina inactiva y lisa a la bacteria en menos de tres horas.

Todo esto tiene concordancia con las muestras positivas obtenidas en el estudio,
principalmente porque se encontró gran cantidad de microorganismos contaminantes en los
medios de cultivo, a pesar de la adición de antibióticos a estos, también porque en los
medios con antibiótico se observó menor población de Leptospira y porque entre la
obtención y el procesamiento de las muestras transcurrieron aproximadamente 5 horas,
además Kessy et al. (2010) reporta que al salir del cuerpo del hospedero los
microorganismos mueren de forma fácil, y para incrementar el número de muestras positivas
se debe reducir el efecto de estos factores y en lo posible aumentar el tamaño de la muestra.

La obtención de muestras positivas a MAT pero negativas a cultivo se atribuye a que el
aislamiento de esta bacteria es muy complejo y también porque el periodo de leptospiruria es
muy variable y no es constante durante el día, o porque los animales pueden estar en la fase
aguda de la enfermedad y no han comenzado a eliminar el microorganismo, similar a lo
reportado por otros autores como Kessy et al. (2010) y Miraglia et al. (2008).

Aunque las pruebas de diagnóstico serológico son las más utilizadas, técnicas directas como
el aislamiento a través de cultivo aportan un diagnóstico definitivo e individual, y como en el
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caso de esta investigación que se obtuvieron muestras positivas a cultivo pero negativas a
MAT, se atribuye a que los animales se pueden encontrar en la fase crónica de la
enfermedad donde los niveles de anticuerpos han disminuido, lo que coincide con lo
encontrado por De Freitas et al. (2004) y Miraglia et al. (2008). Además, Picardeau (2013)
señala que la prueba de MAT tiene limitaciones, fallas en la precisión y que no siempre hay
correlación entre los serogrupos encontrados y los resultados en el aislamiento y su posterior
identificación.

Respecto a la relación de los indicadores con la presencia de Leptospira spp., que se
encuentre correspondencia entre los resultados de la prueba de cultivo, que determinan la
presencia de la bacteria, y los indicadores alterados, así como entre el número de muestras
positivas y negativas a las pruebas diagnósticas con la alteración de cada uno de los
indicadores reproductivos, esto no quiere decir que exista una dependencia entre las
variables, además se debe tener en cuenta que aunque la prueba de MAT sea la “gold
standard” para leptospirosis igualmente presenta fallas y no siempre es buena por las
variaciones en la respuesta inmune, y además esta prueba indica que hubo exposición a la
bacteria mientras el cultivo confirma el diagnóstico. De igual manera, en otras
comparaciones realizadas en 1997 por Ferreira et al., entre seropositivos y seronegativos
con los indicadores reproductivos solo se encontró diferencia en el número de lechones
débiles, mientras que la presentación de otros indicadores como retorno al estro, lechones
nacidos muertos, nacidos momificados, días no productivos, nacidos totales por camada y
nacidos vivos por camada no tuvieron diferencia entre los positivos y negativos; similar a lo
encontrado por Mousing et al. (1995), excluyendo el número de lechones nacidos muertos, el
cual fue significativo (P= 0.02) y por lo tanto si estaba asociado en ese reporte.

Cuando se relacionaron los serovares con los indicadores reproductivos mediante la prueba
de Chi Cuadrado, en general no se demostró asociación entre las variables, excepto entre el
promedio de NMu y el serovar Pomona que fue significativo, lo que tiene concordancia con la
literatura, porque este serovar tiene como reservorio a la especie porcina, es uno de los más
comunes que ocasiona la enfermedad y se caracteriza por producir lechones nacidos
muertos entre sus principales signos (Ramos, 2006).

De forma similar, a través del coeficiente de correlación de Pearson, donde la mayoría
correlaciones significativas no son entre los indicadores reproductivos y la presencia de
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Leptospira spp., se encontró significancia entre el serovar Pomona y lechones nacidos
débiles, por lo que según estos resultados entre mayor número de muestras positivas al
serovar hay mayor presentación de lechones débiles; pero esto tiene discrepancia con lo
obtenido por Kazami et al. (2006), el cual reporta que el serovar Icterohaemorrhagiae con
mayor riesgo de lechones débiles por camada y el serovar Canicola está relacionado con el
nacimiento de lechones prematuros, nacidos muertos y posibilidad de abortos, y también
Ramos et al. (2006), asoció el serovar Icterohaemorrhagiae con aumento de los lechones
nacidos muertos, lechones prematuros, abortos, endometristis, salpingitis y lechones nacidos
débiles, el serovar Pomona con nacidos momificados, nacidos muertos, repetición de celo y
el serovar Bratislava con repetición de celo, lechones débiles, infertilidad, nacidos muertos, e
intervalo entre partos prolongado; estas diferencias entre estudios se explican porque los
diferentes serovares producen variados tipos de infección, lo que a su vez depende de las
condiciones ambientales y distribución de estos, y específicamente de los factores de cada
animal como la susceptibilidad (Ellis, 2006).

Aunque no se encontró relación estadísticamente significativa entre los indicadores y la
presencia de Leptospira spp., se puede decir según el riesgo relativo calculado que la
presencia de la bacteria implica un riesgo para la alteración de la M24h, el promedio de NT,
el promedio de NMu y el promedio de NMo. Sin embargo, que no exista esta relación está
posiblemente influenciado por las muestras no emparejadas entre las granjas, y porque se
debe tener en cuenta que los indicadores utilizados son retrospectivos, en contraste con lo
reportado por Boqvist et al. (2002c), donde sí se encontró relación significativa y se concluyó
que hubo un impacto negativo entre las variables como en el caso de cerdas positivas al
serovar Grippotyphosa que presentaron un intervalo destete servicio más largo y en cerdas
positivas al serovar Tarassovi que tuvieron mayor número de lechones nacidos muertos,
pero en el caso de los serovares Autumnalis, Bratislava, Icterohaemorrhagiae y Pomona no
hubo asociaciones específicas, y también porque según los resultados de la prueba de
ANOVA los promedios y las varianzas entre los indicadores alterados positivos a Leptospira
spp. y los indicadores no alterados también positivos son muy similares, por lo que no se
pueden dar diferencias significativas entre estos así los indicadores estén alterados y la
bacteria esté presente en la población.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al relacionar el comportamiento de los indicadores reproductivos con la presencia de
Leptospira spp. en dos granjas porcinas de Cundinamarca se concluyó que no existe
relación estadísticamente significativa entre estas variables, no obstante los animales
positivos a Leptospira pp. a partir de la prueba de cultivo tienen mayor riesgo de presentar
alteraciones de la M24h, el promedio de NT, el promedio de NMu y el promedio de NMo.

Entre los parámetros reproductivos alterados establecidos en las 40 cerdas con diagnóstico
clínico presuntivo de leptospirosis, se encontró el promedio de NT con el 72.5%, el promedio
de NMu con el 70%, el promedio de NMo con el 52,5%, la MPD con el 40% y la M24h con
el 20% de la población total.

Se identificaron los principales serovares de Leptospira spp. presentes en las dos granjas
porcinas a partir de la prueba de MAT, donde se encontró que el serovar Grippotyphosa fue
el principal con el 67.5% (27/40), seguido por Canicola con el 22.5% (9/40), por
Icterohaemorrhagie con el 20% (8/40), por Hardjo con el 17.5% (7/40) y por último Pomona
con el 12.5% (5/40).

Por medio del aislamiento a través de cultivo se demostró la presencia de Leptospira spp. en
un 32.5% de las (13/40) muestras de orina recolectadas, 20% de la granja 1 y 12.5% de la
granja 2. Estos resultados indican que existe un riesgo de exposición a la bacteria tanto para
los demás animales, como para los trabajadores y veterinarios de las granjas, lo cual
representa un problema para la salud pública.
Recomendaciones
Respecto a futuros estudios de diagnóstico de la enfermedad, es aconsejable que para
aumentar la precisión de los resultados, la toma de muestras para realizar las pruebas
diagnósticas se realice teniendo en cuenta los tiempos de presentación de los signos o la
alteración de los indicadores reproductivos respecto a la fisiopatología de la enfermedad,
para que en el caso de MAT se obtengan títulos altos cuando el animal se encuentre en
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etapa de leptospiremia, y en el caso de cultivo se pueda demostrar la presencia de la
bacteria cuando el animal se encuentre en etapa de letospiruria, por lo que también se debe
tomar varias muestras, y por el contrario si las pruebas diagnósticas se realizan un tiempo
después de las presentación de los signos se pueden obtener resultados erróneos, y en el
caso de animales que solo manifiestan fallas reproductivas en un parto y en otros no, se
puede enmascarar la presencia de la enfermedad, así como tampoco se debe utilizar el
promedio del historial de los animales, sino los datos alterados del deficiente comportamiento
reproductivo, y también sería recomendable aumentar el tamaño de la muestra.
En cuanto a la prueba de MAT, para próximos experimentos se debería utilizar el mayor
número de serovares posibles, debido a que los resultados obtenidos pueden tener
reacciones cruzadas con otros no utilizados en el estudio, así como los animales pueden ser
positivos a otros.
De igual forma, en cuanto a los protocolos de laboratorio aunque con los antibióticos
utilizados se obtuvo un buen crecimiento, este se podría optimizar con la utilización de
nuevos antibióticos diferentes a los usados en este estudio que tengan la capacidad de
inhibir los microorganismos contaminantes pero no a Leptospira, debido a que con los
utilizados a pesar de su adición se encontraron gran cantidad de estos microrganismos, y
hubo efectos negativos en el crecimiento de la bacteria; también intentar disminuir al máximo
el tiempo entre la recolecta y el procesamiento de las muestras ya que un factor de riesgo
para la contaminación de los cultivos, lo que puede afectar el proceso y los resultados;
además se podría aumentar el tiempo de permanencia de la bacteria en el cultivo debido a
que su crecimiento es lento lo cual también depende del serovar; tener los cultivos con
menos tiempo en antibiótico para evitar producir un efecto inhibitorio en la población de
Leptospira; e intentar tener las mejores condiciones de esterilidad posibles durante todo el
proceso, a partir del momento de la toma de la muestra de orina.
Para las granjas, como se demostró la presencia de la Leptospira spp. en 13 muestras de
orina, para el manejo de estos animales y sus desechos se deben proporcionar elementos
de barrera para los trabajadores y veterinarios, teniendo en cuenta que esta bacteria es
zoonótica; en el caso de los animales seropositivos y con manifestación de signos clínicos
acudir a terapia antibiótica con estreptomicina o eritromicina, entre otros; disminuir los
factores de riesgo asociados a leptospirosis; hacer un seguimiento a las cerdas positivas
tanto a MAT como a cultivo; adicionalmente estas explotaciones deben notificar a los lugares
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de sacrificio de sus animales que hay presencia de la bacteria en la población; y finalmente
si alguno de los humanos relacionados con la granja presenta un cuadro clínico similar al de
leptospirosis se debe tener atención especial al caso y en lo posible notificar a la entidad de
salud de la región. Estas recomendaciones para las explotaciones se incluyeron en un
informe técnico del trabajo realizado para dar a conocer los resultados del estudio a los
propietarios.
Proyecciones del trabajo
Se podrían realizar más estudios sobre el aislamiento a través de cultivo de la bacteria,
porque es muy poca la información que se tiene tanto en nuestro país como a nivel mundial,
y a su vez se pueden llevar a cabo trabajos más complejos asociados a la presencia de la
enfermedad en el personal de trabajo de las granjas y en otras especies, tanto domésticas
como silvestres, que se pueden encontrar dentro y alrededor de las explotaciones.
Con las muestras positivas a cultivo almacenadas a -70°, producto de este estudio, se
pueden realizar nuevas investigaciones, por ejemplo con pruebas de biología molecular
como la PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) y así identificar si las bacterias aisladas
son patógenas o saprofitas.
Así mismo, se debe hacer vigilancia epidemiológica para conocer la prevalencia de la
leptospirosis en diferentes zonas del departamento y del país, debido a que no existen
reportes de muchas zonas.
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ANEXOS

ANEXO 1. FORMATO SELECCIÓN CERDAS REPRODUCTORAS

N. cerda: _________ Etapa: __________ Edad: __________ N. partos: __________
Vacunas: _______________________________ Origen: _______________________
Condición corporal: ______ Posición: _______________ Tipo servicio: ____________
Actitud: _________________ Temperamento: _____________ Respiración: ________

Signos clínicos asociados a Leptospirosis

Presentación

Si

No

Signos
Aumento de temperatura
Agalactia
Ictericia
Decaimiento
Anorexia
Aborto
Lechones nacidos débiles
Endometritis puerperal
Otros

Otros: __________________________________________________________________

Total presentados: ___/8
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Indicadores reproductivos

Indicador
Intervalo destete-servicio

Meta
4 - 7 días

Mortalidad primeras 24
horas
Mortalidad pre-destete

1.5 – 2 %

Lechones nacidos
totales/camada

6-8%
12.2

Nacidos muertos/camada

0.2 – 0.4

Nacidos
momificados/camada

0.0 – 0.3

Total alterados: ___/6

Parámetro actual

Historial cerda
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PROGRAMA DE MEDICINA VETERINARIA
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo,

____________________________________________

identificado

con

_____________________ número ________________ de _________________, autorizo la
revisión de los registros, y conociendo los riesgos asociados a la toma de muestras, la
utilización

de

los

animales

______________________,

(porcinos

localizada

en

hembras
el

reproductoras)

municipio

de

de

la

granja

_________________,

departamento de _____________________, con el fin de que sean tomadas muestras de
sangre por venopunción y orina por micción espontánea, para la participación en el proyecto
“RELACIÓN DE LOS INDICADORES REPRODUCTIVOS CON LA PRESENCIA DE
LEPTOSPIROSIS EN DOS GRANJAS PORCINAS DE CUNDINAMARCA” de los estudiantes
Maria Catalina Ospina Pinto y Jorge Manuel Rincón Pardo.

Atentamente,

_______________________________
Firma
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ANEXO 3. PRUEBA DE MAT

Se prepararon 500 mL de SSAF. El procedimiento fue el siguiente:
1. En una probeta se medir 500 mL de H2O destilada.
2. En la balanza analítica, pesar 0.425 gr de NaCl, 0.060 gr de NaH2PO4 y 0.640 gr de
Na2HPO4, y agregar a un balón de 500 mL.
3. Adicionar el H2O destilada al balón y agitar hasta disolver.
4. Tapar el balón e introducir en el autoclave en un ciclo de 20 minutos de esterilización
y 30 de secado a 121°C.
Igualmente, se examinaron en el microscopio las cepas de Leptospira con SSAF que se
utilizarían como antígenos de los diferentes serovares en la prueba, las cuales se
encontraban en óptimas condiciones debido a que no presentaban contaminación, no
estaban aglutinadas y tenían buena concentración de leptospiras.
Además, se alistaron y marcaron 41 tubos de ensayo, y se les agregaron 2.4 mL de SSAF a
cada uno, en la cámara de flujo laminar con una pipeta de 5 mL. Estos tubos correspondían
a las 40 muestras tomadas en las dos granjas, más el control negativo.
Los sueros se sacaron del congelador y se calentaron a 56°C durante 1 hora en el baño de
María, para después agregar 100 μL de cada uno a su tubo correspondiente utilizando una
punta amarilla por cada suero con la ayuda de una micropipeta en la cámara de flujo laminar,
y luego los tubos se guardaron tapados en el congelador.
Posteriormente, para el realizar el montaje de la prueba se hizo el siguiente procedimiento:
1. Se sacaron los tubos de ensayo del congelador para estuvieran a temperatura
ambiente.
2. Cada tubo de ensayo se pasó por el Vórtex para homogenizar el suero con la SSAF.
3. Se adicionaron 50 μL de cada dilución en el espacio correspondiente a cada muestra,
en la placa de microtitulación marcada con la inicial de cada serovar, incluyendo la
número 41 que fue el control negativo de la prueba donde se adicionó únicamente
SSAF.
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4. En el espacio de cada muestra también se adicionaron 50 μL del antígeno de cada
serovar en las placas de microtitulación marcadas.
5. Se introdujeron las placas de microtitulación en la incubadora de Co2 a 37°C durante
1 hora.
6. Con un asa, se realizó el montaje de una gota de cada muestra en una lámina,
formando dos hileras de doce gotas, dejando primero el número 41 que era
correspondía al control negativo.
7. Se examinó cada muestra en el microscopio de campo oscuro.
8. El material utilizado se descartó en un recipiente con solución desinfectante.

(Hernández et al., 2008)

64

ANEXO 4. PROTOCOLO PARA TOMA DE MUESTRA DE ORINA

1. A los animales seleccionados con anterioridad, se les realiza una limpieza rigurosa
con toallas desechables absorbentes de los genitales externos con el fin de remover
posibles contaminantes.
2. Obtener orina de cada animal mediante micción espontánea en los tubos Falcon de
50 mL estériles.
3. Con una jeringa de 10 mL se adicionan 7.5 mL de la orina colectada en los dos tubos
Falcon de 15 mL que contienen cada uno 7.5 mL de Solución Salina Amortiguadora
de Fosfatos (SSAF), correspondientes al número de muestra de cada animal. Para
este procedimiento se utilizan filtros millipore de 0.45 μm con el objetivo de disminuir
la cantidad de flora acompañante. Para sembrar la muestra, se deposita una gota de
orina previamente filtrada en un tubo con medio de cultivo EMJH semisólido con
antibiótico (5-Fluoruracilo y Fosfomicina) y en otro con

medio de cultivo EMJH

semisólido sin antibiótico, en condiciones asépticas cerca al mechero de alcohol.
4. Las muestras se almacenan en la nevera de icopor a temperatura ambiente y se
transportan al laboratorio en el menor tiempo posible.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 5. PROTOCOLO PARA SIEMBRA EN EL LABORATORIO

1. Al llegar al laboratorio las muestras serán registradas con el número de muestra, hora
de llegada y temperatura. Se deberá refrigerar uno de los tubos Falcon de cada
muestra con orina buferizada.
2. Centrifugar los otros tubos Falcon de cada muestra a 5000 rpm por 15 minutos.
3. Resuspender el sedimento de las muestras de orina centrifugadas en un tubo estéril
que contenga 5 mL de medio EMJH liquido con antibiótico y en otro con 5 mL de
medio de cultivo EMJH líquido sin antibiótico, previamente atemperados y rotulados
con el número de muestra y fecha, cerca al mechero con una pipeta Pasteur estéril.
4. Incubar en oscuridad a 28° C a 30°C.
5. Examinar el crecimiento de las muestras una vez por semana por observación en el
microscopio de campo oscuro.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 6. PROTOCOLO OBSERVACIÓN CULTIVO EN CAMPO OSCURO

1. Observar los medios a contraluz para examinar la presencia de turbidez.
2. Obtener con pipeta Pasteur estéril 3 gotas del medio, cerca al mechero.
3. Colocar la gota sobre un portaobjetos.
4. Cubrir con un cubreobjetos.
5. Examinar en el microscopio de campo oscuro con los objetivos 10x y 40x.
6. Anotar datos en libro control.
7. Descartar el material utilizado en un recipiente con solución desinfectante.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 7. PREPARACIÓN MEDIOS DE CULTIVO EMJH



Preparación de medio EMJH semisólido 0.3% con antibiótico (250 ml) a partir de
medio base para Leptospira Becton Dickinson 2.3 g//900 ml

1. Pesar 0.575 gr de medio para Leptospira EMJH.
2. Pesar 0.75 de agar agar.
3. Medir en probeta 215.5 mL de agua destilada, adicionar el medio y el agar en polvo.
4. Revolver hasta disolver.
5. Autoclavar 121ºC por 15 minutos, 15 libras de presión.
6. Sacar del autoclave y dejar enfriar aproximadamente a 40ºC.
7. En la cabina de flujo laminar o cerca del mechero bajo condiciones de esterilidad
adicionar:

-

25 mL de suplemento para medio EMJH con jeringa estéril.

-

2,5 mL de solución stock al 1% de 5`fluoracil con pipeta estéril.

-

10 mL de solución stock al 1% de Fosfomicina con pipeta estéril.

8. Servir en tubos tapa rosca 5 mL de medio, rotular con fecha y guardar bajo
refrigeración.
9. Realizar control de esterilidad y de efectividad.



Preparación de medio EMJH líquido con antibiótico (250 mL)

1. Pesar 0.575 gr de medio para Leptospira EMJH.
2. Medir en probeta 215.5 mL de agua destilada, adicionar el medio en polvo.
3. Revolver hasta disolver.
4. Autoclavar 121ºC por 15 minutos, 15 libras de presión.
5. Sacar del autoclave y dejar enfriar aproximadamente a 40ºC.
6. En la cabina de flujo laminar o cerca del mechero bajo condiciones de esterilidad
adicionar:
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-

25 mL de suplemento para medio EMJH con jeringa estéril.

-

2.5 mL de solución stock al 1% de 5`fluoracil con pipeta estéril.

-

10 mL de solución stock al 1% de Fosfomicina con pipeta estéril.

7. Servir en tubos tapa rosca 5 mL de medio, rotular con fecha y guardar bajo
refrigeración.
8. Realizar prueba de esterilidad y efectividad.



Preparación de medio EMJH semisólido 0.3% sin antibiótico (250 mL)

1. Pesar 0.575 gr de medio para Leptospira EMJH.
2. Pesar 0.75 de agar agar.
3. Medir en probeta 225 mL de agua destilada, adicionar el medio y el agar en polvo.
4. Revolver hasta disolver.
5. Autoclavar 121ºC por 15 minutos, 15 libras de presión.
6. Sacar del autoclave y dejar enfriar aproximadamente a 40ºC.
7. En la cabina de flujo laminar o cerca del mechero bajo condiciones de esterilidad
adicionar:

-

25 mL de suplemento para medio EMJH con jeringa estéril.

8. Servir en tubos tapa rosca 5 mL de medio, rotular con fecha y guardar bajo
refrigeración.
9. Realizar control de esterilidad y de efectividad.



Preparación de medio EMJH líquido sin antibiótico (250 mL)

1. Pesar 0.575 gr de medio para Leptospira EMJH.
2. Medir en probeta 225 mL de agua destilada, adicionar el medio en polvo.
3. Revolver hasta disolver.
4. Autoclavar 121ºC por 15 minutos, 15 libras de presión.
5. Sacar del autoclave y dejar enfriar aproximadamente a 40ºC.
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6. En la cabina de flujo laminar o cerca del mechero bajo condiciones de esterilidad
adicionar:
-

25 mL de suplemento para medio EMJH con jeringa estéril.

7. Servir en tubos tapa rosca 5 mL de medio, rotular con fecha y guardar bajo
refrigeración.
8.

Realizar control de esterilidad y de efectividad.



Prueba de esterilidad

Para la prueba de esterilidad incubar el 5% de los medios preparados a 37ºC durante 24-48
horas. Observar completa transparencia de los medios. Descartar los tubos utilizados para
esta prueba.



Prueba de efectividad

Sembrar en medio EMJH líquido y semisólido las cepas ATCC e incubar a 28-30ºC durante 5
a 7 días. Debe obtenerse crecimiento y confirmarse por microscopía.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 8. SUBCULTIVOS

1. Rotular con número y fecha los tubos con medio fresco.
2. Tomar con pipeta Pasteur estéril 0.5 mL de medio con crecimiento positivo de
Leptospira.
3. Adicionar a tubos que contienen 5 mL de medio de cultivo, cerca al mechero.
4. Incubar en oscuridad a 28° C a 30°C.
5. Examinar el crecimiento de las muestras una vez por semana por observación en el
microscopio de campo oscuro.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 9. FILTRACIÓN MEDIOS DE CULTIVO LÍQUIDOS

1. Se esterilizaron tubos de ensayo tapa rosca y cajas de Petri a 121°C por 15 minutos
en el autoclave.
2. El medio de cultivo líquido contaminado y positivo a Leptospira se depositó en la caja
de Petri estéril, al lado del mechero.
3. Con una jeringa de 10 mL y utilizando filtros milliipore de 0.22 μm y 0.45 μm se
adicionó el medio al nuevo tubo tapa rosca estéril, marcado con el número de
muestra, con el objetivo de disminuir la cantidad de microorganismos contaminantes.
4. Los medios filtrados se llevaron a la incubadora de 28°C.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 10. PROTOCOLO DE CONSERVACIÓN DE MUESTRAS A – 70°C

1. Se marcaron tres tubos Eppendorf por cada muestra, con su respectivo número.
2. Con una pipeta estéril se adicionó 1 mL de medio de cultivo positivo a Leptospira a
cada tubo Eppendorf.
3. Se agregó una gota de glicerol como agente crioprotector a cada tubo.
4. Los tubos se mezclaron vigorosamente y se llevaron al congelador a -70° C.

(Hernández et al., 2008)
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ANEXO 11. ÁRBOL DE CLASIFICACIÓN Y REGRESIÓN (CART)

(Saegerman et al., 2012)
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ANEXO 12. FACTORES DE RIESGO IDENTIFICADOS EN LAS GRANJAS
Factor

Granja 1

Granja 2

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

No

No

Raza
Presentación,
calidad, frescura,
suministro
Si/no

No
No

No
No

Si

Si

Perros, bovinos,
etc.
Acueducto/
nacimiento natural
Si/no

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Abierta/cerrada
Flujo continuo/ todo
adentro-todo afuera
2 – 4 m2/animal

Si
Si

Si
No

No

No

Ventilación,
circulación y
renovación del aire
16 – 20° C

No

No

No

No

Aislamiento,
perímetro,
vehículos, visitantes
y personal,
disposición de
efluentes,
cadáveres y
desechos, limpieza
y desinfección
Bienestar animal
Manejo, 5 libertades
Total presentados

Si

No

No
11/18

No
8/18

Contacto directo con
otras cerdas
Método de servicio

Categorías
Sí/no

Monta natural/
inseminación
artificial
Procedencia de
Otras
cerdas de remplazo
granjas/misma
granja
Fallas reproductivas
Manifestaciones
en los últimos años
reproductivas
Número de cerdas en Número
la granja
Raza
Nutrición

Presencia de
roedores
Presencia de otras
especies en la granja
Fuentes de agua para
el consumo
Presencia de otras
enfermedades
Tipo de granja
Patrón de producción
Requerimientos de
espacio
Diseño de las
instalaciones
Temperatura de las
instalaciones (interna)
Bioseguridad

75

ANEXO 13. RESULTADOS DILUCIONES PRUEBA DE MAT



Dilución 1:25:
Muestra
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12*
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26**
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40**

H
25
+
25
+
+
+
+
+
+
25
+
+
+
+
+
+

P
+
25
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

C
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

I
+
+
+
25
+
+
+
+
+
+
+
25
25
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

G
+
+
+
+
+
+
+
25
25
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
25
+
+
+
+
+
+
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*= Muestra con hemólisis, **= Muestra con contaminación, H= Hardjo, C= Canicola, P=
Pomona, I= Icterohaemorrhagiae, G= Grippotyphosa.

En total fueron 13 sueros positivos al serovar Hardjo, 20 al serovar Canicola, 17 al serovar
Pomona, 21 al serovar Icterohaemorrhagiae y 27 al serovar Grippotyphosa.



Titulación sueros positivos:

Hardjo
Mtra.
Tít.
3
100
9
50
10
200
11
100
12
200
13
100
17
50
30
50
32
50
33
100
34
50
35
50
40
100

Canicola
Mtra.
Tít.
1
50
2
50
5
100
7
50
8
100
9
50
12
100
13
50
15
100
19
200
23
100
24
50
26
100
27
50
29
100
32
50
33
50
38
100
39
50
40
50

Mtra.= Muestra, Tít.= Títulos.

Pomona
Mtra.
Tít.
1
50
3
100
5
50
6
25
11
50
14
100
15
100
23
50
26
25
27
25
29
25
32
50
33
100
35
200
38
50
39
25
40
50

Icterohaemorrhagiae
Mtra.
Tít.
1
50
2
50
3
200
5
50
7
50
9
50
11
50
12
100
13
50
15
100
23
100
24
50
26
100
27
50
29
100
32
50
35
50
37
50
38
100
39
25
40
100

Grippotyphosa
Mtra.
Tít.
1
200
2
200
3
400
5
200
6
100
7
200
9
200
12
200
13
400
14
200
15
400
17
200
19
400
21
200
22
100
23
400
24
800
25
100
26
100
27
100
29
400
31
100
32
200
35
200
38
200
39
400
40
100
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ANEXO 14. RESUMEN SIGNOS CLÍNICOS, INDICADORES REPRODUCTIVOS,
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DIAGNÓSTICAS Y SEROVARES ENCONTRADOS

*
T°= Aumento de temperatura; Ag= Agalactia; Ic= Ictericia; Dec= Decaimiento; An=
Anorexia; Ab= Aborto; Deb= Lechones nacidos débiles; EP= Endometritis puerperal
**IDS= Intervalo destete-servicio; M24h= Mortalidad primeras 24 horas; MPD= Mortalidad
pre-destete; NT= Lechones nacidos totales/camada; NMu= Nacidos muertos/camada; NMo=
Nacidos momificados/camada
***H= Hardjo; C= Canicola; P= Pomona; I= Icterohaemorrhagiae; G= Grippotyphosa
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ANEXO 15. PRUEBA DEL COEFICIENTE DE CORRELACIÓN DE PEARSON

Statistix 8.0

base de datos, 18/06/2013, 09:38:38 a.m.

Correlations (Pearson)
Ab
0.2972
0.0626

Ag

An

-0.0863
0.5966

-0.0256
0.8752

CC

0.0843
0.6049

0.0451
0.7822

-0.3158
0.0472

Cultivo

0.2652
0.0981

0.2308
0.1520

-0.1111
0.4949

-0.2256
0.1617

Deb

-0.2045
0.2057

0.0986
0.5449

0.0986
0.5449

-0.1735
0.2843

-0.2899
0.0696

Dec

0.1511
0.3521

-0.0367
0.8219

0.6980
0.0000

-0.1939
0.2306

0.0857
0.5990

0.1413
0.3845

EP

-0.0587
0.7191

-0.0673
0.6800

-0.0673
0.6800

-0.1972
0.2225

0.3064
0.0545

0.1019
0.5314

-0.0964
0.5541

Etapa

-0.1197
0.4618

0.3203
0.0439

0.3203
0.0439

-0.1409
0.3860

0.0534
0.7436

-0.1120
0.4915

0.1721
0.2884

Granja

-0.0346
0.8323

-0.0925
0.5705

-0.0925
0.5705

-0.2277
0.1576

0.2157
0.1813

-0.1616
0.3191

-0.1325
0.4152

0.0441
0.7869

0.0988
0.5442

0.0517
0.7514

0.0054
0.9738

0.0501
0.7586

-0.0331
0.8395

0.1078
0.5079

-0.0719
0.6594

0.0563
0.7300

-0.0990
0.5432

-0.0307
0.8506

-0.2220
0.1685

0.0550
0.7361

-0.1419
0.3824

0.0952
0.5590

0.2454
0.1269

-0.0994
0.5416

0.1143
0.4827

-0.1626
0.3160

0.4226
0.0066

0.1046
0.5208

Icterohae -0.1445
0.3737

-0.1923
0.2346

-0.1923
0.2346

0.0379
0.8166

0.0093
0.9546

-0.1254
0.4406

-0.2754
0.0854

Ag
P-VALUE

Grippotyp
Hardjo
IDS

An

CC

Cultivo

Deb

Dec

M24h

0.0890
0.5848

0.1356
0.4043

-0.1869
0.2483

0.1998
0.2164

0.0208
0.8988

0.1653
0.3082

-0.1312
0.4196

MAT

0.1470
0.3655

0.0863
0.5966

0.0863
0.5966

-0.0843
0.6049

-0.0096
0.9532

-0.0637
0.6962

0.1236
0.4473

MPD

0.1227
0.4507

0.0223
0.8914

-0.1109
0.4956

-0.1167
0.4733

0.0503
0.7579

-0.0493
0.7625

-0.0925
0.5701

NMo

-0.1343
0.4086

-0.0291
0.8584

-0.1262
0.4376

0.1623
0.3170

-0.1020
0.5313

0.0696
0.6696

-0.0939
0.5644

NMu

-0.1590
0.3271

-0.0401
0.8058

0.4413
0.0044

-0.1553
0.3386

-0.1311
0.4202

0.2665
0.0964

0.3104
0.0512
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NT

0.2840
0.0758

0.1721
0.2884

-0.0764
0.6396

0.4223
0.0066

-0.2286
0.1560

0.1710
0.2913

0.1209
0.4574

Pomona

0.2878
0.0718

-0.1045
0.5210

-0.1045
0.5210

0.2006
0.2145

-0.0728
0.6551

-0.3289
0.0382

0.1225
0.4514

Respiraci -0.1368
0.3998

0.1373
0.3984

-0.3203
0.0439

0.0805
0.6215

0.1373
0.3984

-0.1280
0.4313

-0.2950
0.0646

0.0656
0.6874

-0.1327
0.4143

-0.1327
0.4143

-0.2486
0.1220

-0.0614
0.7068

-0.0284
0.8617

-0.1901
0.2399

EP
Etapa
-0.2100
P-VALUE 0.1933

Etapa

Granja Grippotyp

Hardjo

Canicola

IDS Icterohae

Granja

0.4042
0.0097

-0.1443
0.3742

Grippotyp

0.0799
0.6241

0.0393
0.8095

0.0441
0.7871

Hardjo

-0.0900
0.5807

0.1152
0.4790

0.0910
0.5764

0.0862
0.5969

IDS

-0.2106
0.1921

-0.1310
0.4204

-0.2756
0.0852

0.0985
0.5453

-0.0184
0.9102

Icterohae

0.1949
0.2282

-0.2384
0.1385

0.1067
0.5122

0.5873
0.0001

0.1074
0.5095

-0.1136
0.4850

M24h

0.0737
0.6513

-0.0858
0.5986

-0.4095
0.0087

-0.2769
0.0836

-0.1601
0.3237

0.1131
0.4872

-0.2108
0.1916

MAT

0.0587
0.7191

0.1197
0.4618

0.1728
0.2862

0.8054
0.0000

0.2171
0.1784

0.0337
0.8363

0.4356
0.0050

MPD

0.0712
0.6625

0.0380
0.8160

-0.3101
0.0515

-0.1434
0.3773

-0.1455
0.3704

0.0696
0.6696

-0.0632
0.6984

NMo

-0.0870
0.5933

0.0796
0.6254

-0.2276
0.1579

0.2074
0.1991

-0.1327
0.4142

-0.0112
0.9453

0.1229
0.4500

NMu

-0.0351
0.8298

0.0626
0.7010

-0.1099
0.4995

0.2563
0.1104

-0.1428
0.3793

0.0919
0.5727

0.0500
0.7592

NT

-0.1620
0.3180

0.1152
0.4790

-0.4860
0.0015

0.0241
0.8825

-0.0216
0.8950

0.2250
0.1627

-0.1555
0.3381

Pomona

-0.1080
0.5070

-0.2151
0.1825

-0.0343
0.8338

0.2736
0.0876

0.1144
0.4820

-0.1050
0.5191

0.3133
0.0490

Respiraci -0.0400
0.8064

0.1607
0.3218

0.2474
0.1237

0.0398
0.8075

-0.1629
0.3153

0.2092
0.1952

0.1299
0.4244

0.1011
0.5349

-0.2807
0.0793

0.0154
0.9247

0.4091
0.0088

-0.0068
0.9667

0.0074
0.9639

0.5223
0.0005

M24h
-0.2205

MAT

MPD

NMo

NMu

NT

Pomona

Canicola

MAT
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P-VALUE

0.1715

MPD

0.3674
0.0197

-0.1833
0.2575

NMo

-0.0878
0.5903

0.1434
0.3774

0.0602
0.7123

NMu

-0.2341
0.1459

0.1830
0.2583

-0.1545
0.3410

0.6359
0.0000

NT

0.3588
0.0230

0.0384
0.8141

0.3632
0.0213

0.3176
0.0458

0.0479
0.7691

Pomona

0.0611
0.7080

0.3517
0.0261

0.1805
0.2650

0.0207
0.8992

-0.0714
0.6617

0.2208
0.1709

Respiraci -0.1013
0.5339

-0.0342
0.8340

0.1455
0.3704

-0.0282
0.8631

-0.2506
0.1189

-0.1649
0.3092

0.1144
0.4820

0.4466
0.0039

-0.0248
0.8792

0.2262
0.1605

0.0657
0.6873

-0.0097
0.9526

0.0460
0.7780

Canicola

-0.2061
0.2019

Respiraci
Canicola -0.2444
P-VALUE 0.1285
Cases Included 40

Missing Cases 0

